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1. Zusammenfassungen  
1.1. Zusammenfassung 
Hintergrund: Weltweit leiden etwa 50 Millionen Menschen unter Epilepsie. Bis zu 80 % 
der Patienten mit der häufigen mesialer Temporallappenepilepsie (mTLE) sind resistent 
gegen pharmakologische Behandlung. Viele von ihnen können nicht durch einen 
resektiven epilepsiechirurgischen Eingriff geheilt werden. Für diese Patienten ist eine 
tiefe Hirnstimulation (deep brain stimulation; DBS) eine alternative 
Behandlungsmöglichkeit. Die Wirkmechanismen der DBS sind nur unzureichend 
verstanden.  
MikroRNAs (miRNAs) sind kleine, einzelsträngige RNAs, die die Proteinsynthese auf der 
Ebene der messenger RNA (mRNA) regulieren. Es wurde festgestellt, dass zahlreiche 
miRNAs bei experimenteller und menschlicher Epilepsie reguliert sind. DBS bei 
Parkinson-Patienten ist mit veränderter miRNA-Expression im Blut assoziiert. 
Wir haben verschiedene Ziele und Paradigmen der DBS in einem Rattenmodell der 
mTLE getestet, um Stimulationsparadigmen zu identifizieren, die die Epileptogenese 
inhibieren oder zu einer Anfallsreduktion bei manifester Epilepsie führen. Anschließend 
haben wir die miRNA-Expression im Hippokampus nach DBS mit dem effektivsten 
Paradigma untersucht. 
Methoden: Wir haben ein mTLE-Modell bei Ratten basierend auf elektrischer 
Stimulation des Tractus perforans (perforant pathway stimulation; PPS) verwendet. 
Stimulationselektroden wurden in den PP implantiert, und Ableitelektroden wurden in 
den Gyrus dentatus (DG) implantiert. Nach einer Woche wurde der PP an zwei 
aufeinanderfolgenden Tagen für 30 Minuten und am dritten Tag für 8 Stunden stimuliert. 
Die Tiere entwickelten innerhalb von 12 bis 34 Tagen nach der Stimulation spontane 
Anfälle. 
Die antiepileptogene und antikonvulsive Wirksamkeit der DBS vier verschiedener Ziele 
wurde untersucht: des PP, der Fimbria-Fornix-Formation (FF), des DG und der ventralen 
hippokampalen Kommissur (VHC). Die Stimulation wurde für eine oder zwei Wochen 
beginnend einen Tag nach dem letzten PPS angewendet, um einen antiepileptogenen 
Effekt zu untersuchen, oder nach dem ersten spontanen Anfall, um einen 
krankheitsmodifizierenden Effekt zu testen. Es wurden drei verschiedene 




Wir haben die miRNA-Expression im Hippokampus unmittelbar nach DBS und nach 
97 Tagen kontinuierlichem Video-EEG-Monitoring gemessen. Dafür wurde eine 
Sequenzierung inhibitions-kompetenter miRNAs im Hippokampus durchgeführt und mit 
Kontrollratten verglichen, die nicht mit DBS behandelt wurden. 
Ergebnisse: Kein DBS-Paradigma verringerte die Anfallsfrequenz bei Ratten, die 
bereits Epilepsie entwickelt hatten. Eine zweiwöchige DBS der VHC mit 1 Hz und 1 V 
verlängerte die Latenzzeit im PPS-Modell signifikant von 19 (± 11) auf 56 (± 23) Tage. 
Die Expression von 8 miRNAs war unmittelbar nach DBS signifikant reguliert. Fünf 
miRNAs (miRNA-129-5p, miRNA-379-3p, miRNA-410-3p, miRNA-431 und miRNA-433-
3p) waren in der Kontrollgruppe nach 97 Tagen signifikant hochreguliert, zeigten jedoch 
keine Veränderungen in der mit DBS behandelten Gruppe. 
Schlussfolgerung: Keines der getesteten Paradigmen wirkte antikonvulsiv. Die LFS der 
VHC hatte eine antiepileptogene Wirkung. Die antiepileptogene VHC-Stimulation führte 
zu einer akuten Expressionsänderung von 8 miRNAs und hemmte die PPS-induzierte 
Langzeitveränderungen von 5 miRNAs. Diese miRNAs sind Kandidaten für eine in vivo-




 1.2. Abstract 
Rationale: Epilepsy is a common neurological disorder with an incidence of 50.4 per 
100 000 per year. Up to 80 % of mesial temporal lobe epilepsy (mTLE) patients are 
resistant to pharmacological treatment. Many of them do not qualify for resective brain 
surgery. For these patients, an alternative treatment is deep brain stimulation (DBS). In 
epilepsy, different protocols for DBS have been tested but until now, the mechanisms of 
DBS are not fully understood and the best protocol remains to be evaluated.  
MicroRNAs (miRNAs) are small, single stranded RNAs, which regulate protein synthesis 
on messengerRNA (mRNA) level. Various miRNAs have been found to be regulated in 
epilepsy, and regulation of miRNAs after DBS has been shown in Parkinson´s disease 
patients. 
We compared different targets and frequencies of DBS in a rat model of mTLE to identify 
stimulation paradigms that inhibit epileptogenesis or lead to seizure reduction in manifest 
epilepsy. We then investigated miRNA regulation after DBS with the most effective 
paradigm. 
Methods: We used a rat perforant pathway stimulation (PPS) model of mTLE (Norwood 
et al., 2010). Stimulation electrodes were implanted into the PP and recording electrodes 
were implanted into the dentate gyrus (DG). After one week of recovery, the perforant 
pathway was stimulated on two consecutive days for 30 min and on the third day for 8 h. 
The animals developed epilepsy within 12 to 34 days after stimulation.  
We investigated DBS of four different targets: the PP, the fimbria fornix formation (FF), 
the DG and the ventral hippocampal commissure (VHC). Stimulation was applied for one 
or two weeks starting one day after the final PPS to investiagate an antiepileptogenic 
effect or starting after the first spontaneouse seizure occurred to test a disease modifying 
effect. Three different stimulation paradigms were used: 130 Hz and 0.1 V, 5 Hz and 2 
V or 1 Hz and 1 V, respectively. 
We analyzed miRNA expression in the hippocampus immediately after DBS and after 
97 days of continuous video EEG monitoring. Therefore, miRNA-sequencing was 
performed and compared to control rats that were not treated with DBS.  
Results: No DBS paradigm decreased seizure frequency in animals that already had 
developed epilepsy. Two-week DBS of the VHC with 1 Hz and 1 V significantly prolonged 




8 miRNAs were significantly altered immediately after DBS. Five miRNAs were 
significantly altered in the control group after 97 days but showed no changes in the 
DBS-treated group.  
Conclusion:  
1. None of the tested paradigms acted anticonvulsive. 
2. LFS of the VHC had an antiepileptogenic effect. 
3. Antiepileptogenic VHC-stimulation led to an acute expression change of 
8 miRNAs and inhibited PPS-induced long-term changes of 5 miRNAs, namely 
miRNA-129-5p, miRNA-379-3p, miRNA-410-3p, miRNA-431 and miRNA-433-







2.1. Anfälle und Epilepsien 
2.1.1. Definitionen und Klassifikation  
Als epileptischen Anfall bezeichnet man vorübergehende Symptome einer abnormalen 
exzessiven oder synchronen, neuronalen Aktivität im Gehirn  (Fisher et al., 2005). Akut 
symptomatische Anfälle sind Anfälle, die unmittelbar auf eine zerebrale oder 
systemische Schädigung zurückzuführen und zeitlich an diese gekoppelt sind (Fisher et 
al., 2014). Spontane epileptische Anfälle treten dagegen unprovoziert, also unabhängig 
von erkennbaren äußeren Einflüssen auf. Das Auftreten eines Anfalls setzt nicht 
zwangsläufig eine bestehende Epilepsie voraus. 
Epilepsie ist ein Sammelbegriff für chronische Zustände, bei denen Patienten spontane, 
unprovozierte Anfälle erleiden. Laut Definition der „International League against 
Epilepsy“ (ILAE) besteht eine Epilepsie dann, wenn ein Patient mindestens 2 
unprovozierte Anfälle im Abstand von mehr als 24 h erleidet oder wenn ein 
unprovozierter Anfall auftritt und ein vergleichsweise hohes 10-Jahres-Rezidivrisiko           
(≥60 %) besteht. Dieses kann z. B. anhand einer potentiell epileptogenen Läsion im 
zerebralen Magnetresonanztomogramm (MRT) oder anhand epilepsietypischer 
Potentiale im Elektroenzephalogramm (EEG) festgestellt werden (Fisher et al., 2014).  
Als Status epilepticus (SE) wird ein Zustand bezeichnet, der entweder durch Versagen 
von anfallsterminierenden Mechanismen oder durch initiierende Mechanismen zu einem 
abnormal verlängerten Anfall führt (Trinka et al., 2015). 
2.1.2. Epidemiologie 
Epilepsien gehören zu den häufigsten neurologischen Krankheiten. Etwa 10 % aller 
Menschen erleiden irgendwann in ihrem Leben mindestens einen akut symptomatischen 
oder spontanen epileptischen Anfall. Weltweit leiden ca. 50 Millionen Menschen an einer 
Epilepsie (http://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/epilepsy). Die Inzidenz für 
Epilepsien wird auf 50/100.000/Jahr geschätzt (Sander, 2003). Die Lebenszeitinzidenz 





2.1.2. Allgemeine Pathophysiologie 
Laut Epielpsiedefinition liegen einer Epilepsie gesteigerte Erregbarkeit und abnorme 
Synchronisation der Hirnaktivität zugrunde.  
Die Erregbarkeit von Neuronen wird unter anderem beeinflusst durch  
- die neuronale Struktur (z. B. Reduktion dendritischen Dornfortsätzen von 
Neuronen (Swann et al., 2000)) 
- elektrische Membraneigenschaften (z. B. Reduktion der Na+-K+-ATPase (Prince 
et al., 2012)) 
- Ausstattung mit Neurotransmitterrezeptoren (z. B. reduzierte Expression von 
Gamma-Aminobuttersäure (GABA)-Rezeptoren; erhöhte Expression von 
Glutamat-gesteuerten AMPA- (α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid) und NMDA- (N-Methyl-D-Aspartat) Rezeptoren (Ure und 
Perassolo, 2000)) 
- intrazelleluäre Prozesse (z. B. Langzeit-Potenzierung (long-term potentiation; 
LTP; Ben-Ari und Represa, 1990): Verstärkte synaptische Übertragung nach 
anhaltender Depolarisation der Synapse; aktivitätsabhängige mikroRNAs 
(miRNAs; Jimenez-Mateos und Henshall, 2013; Rajman et al., 2017)) 
- Mikroumgebung (z. B. Astrogliose (siehe Punkt 2.2.3), Öffnung der BBB und 
dadurch Albumin-induzierte TGF-β-Freisetzung und Reduktion von 
Kaliumströmen (Weissberg et al., 2015)) 
- Freisetzung exzitatorischer Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren durch 
Mikroglia (Eyo et al., 2017; kann sowohl die direkte Erregbarkeit von Neuronen 
beeinflussen, aber auch an Umbauprozessen beteiligt sein). 
-  
 
Abnorme Synchronisation kann entstehen aufgrund von:  
- Neurodegeneration (kann zur Bildung neuer Synapsen und verstärkter 
Konnektivität führen, vgl. Absatz 2.2.2) 
- Netzwerkmechanismen (z. B. Neusprossung von Moosfasern, siehe Absatz 
2.2.3) 
- direkte Erregungsausbreitung (z. B. durch Veränderung von Gap Junctions (Jin 
and Chen, 2011)) 






2.1.3. Klinisches Bild  
Bei einer menifesten Epilepsie treten unprovozierte Anfälle auf. Die Klassifikation dieser 
Anfälle kann anhand unterschiedlicher Kriterien erfolgen und ist in der Literatur nicht 
einheitlich repräsentiert. Eine Klassifikation, die nur auf der Anfallssemiologie (und nicht 
auf dem EEG) beruht, wurde 1998 von Lüders (Lüders et al., 1998) vorgeschlagen. 
Diese Klassifikation beruht darauf, dass klinische Anfallssymptome beim Menschen eine 
von 4 Kategorien betreffen können: Wahrnehmung, Bewusstsein, Vegetativum und 
Motorik. Neben den Symptomen auftretender Anfälle leiden Epilepsiepatienten häufig 
unter Begleiterscheinungen wie Angstzuständen und Depressionen (Ridsdale et al., 
2017). Es wurde gezeigt, dass jeder dritte Epilepsiepatient im Laufe seines Lebens 
psychiatrisch erkrankt (Tellez-Zenteno et al., 2007). Die Mortalität ist gegenüber der 
Normalbevölkerung 2,6-fach erhöht (Surges und Sander, 2012). Gründe dafür können 
die Epilepsie verursachenden Faktoren (wie Tumoren), anfallsbedingte Unfälle, SE, 
erhöhte Suizidrate durch auftretende Depressionen  oder „Sudden Unexpected Death in 
Epilespy Patients“ (SUDEP), welcher meist durch unkontrollierte Anfälle entsteht, sein 
(Srinivas und Shah, 2017).  
2.1.4. Elektroencephalographie (EEG) 
Ein EEG misst Veränderungen im elektrischen Feldpotential, welches durch die 
Dipoleigenschaft von Neuronen generiert wird. Dafür wird die Spannungsdifferenz 
zwischen je zwei auf der Kopfhaut angebrachten Elektroden gemessen (Oberflächen-
EEG). Außerdem gibt es bei Bedarf die Möglichkeit subduraler oder intrazerebraler 
Ableitungen. Verwendet werden hierzu Gitter- oder Streifenelektroden, die auf den 
Kortex aufgelegt werden, oder Tiefenelektoden mit jeweils mehreren Kontakten, die z. B. 
stereotaktisch gesteuert ins Hirngewebe eingebracht werden. 
Exzitatorische postsynaptische Potentiale (EPSP) bewirken durch einen Kationen-
Einstrom in das postsynaptische Neuron ein negatives extrazelluläres Feldpotential, 
inhibitorische postsynaptische Potentiale (IPSP) bewirken analog durch Anionen-
Einstrom ein positives extrazelluläres Feldpotential. Bei synchroner Aktivität mehrerer 
parallel angeordneter Neuronen summieren sich die negativen Feldpotentiale und 
werden so als negative Differenz zur Referenzelektrode im EEG sichtbar. Dargestellt 
wird eine solche Ladungsverschiebung als oberflächennegatives Signal, welches als 
Spike (bei Dauer bis 80 ms) bzw. Sharp Wave (bei Dauer zwischen 80 und 200 ms) 
bezeichnet wird. Ein Spike ist oft von einer sogenannten „Slow wave“ gefolgt, welche 
durch laterale Inhibition entsteht, die aufgrund ihrer Lokalisation im Bereich der 





treten interiktal (zwischen Anfällen) auf und werden als epilepsietypische Potentiale 
(ETP) bezeichnet, da sie nur sehr selten bei Gesunden auftreten. Klinisch bleiben 
interiktale ETP meist stumm; nur bei Einbeziehung des Motorkortex können sie mit 
kurzen einzelnen Muskelzuckungen (Myoklonien) assoziiert sein. Epileptische Anfälle 
erscheinen im EEG als rhythmische Aktivität mit einer Evolution, also einer Zu- oder 
Abnahme von Frequenz und/oder Amplitude sowie räumlicher Ausbreitung.  
Beim Video-EEG-Monitoring erfolgt eine EEG-Ableitung und simultane Video-
Überwachung über mehrere Tage, um iktale EEG-Signale unter Berücksichtigung der 
Anfallssemiologie heranzuziehen, um die Anfallsursprungszone zu bestimmen. 
2.1.5. Prinzipien für die Therapie der Epilepsien 
2.1.5.1. Medikamente  
Die medikamentöse Behandlung von Epilepsien erfolgt mit anfallsunterdrückenden 
Medikamenten, die aufgrund ihres Wirkmechanismus als Antikonvulsiva bezeichnet 
werden. Die Wirkung beruht meist auf einer Hemmung exzitatorischer oder einer 
Verstärkung inhibitorischer Mechanismen.  
Dies kann durch eine Potenzierung der Wirkung von GABA erfolgen oder durch eine 
Hemmung exzitatorischer Signale, z. B. durch verringerte Erregungsweiterleitung, die 
Hemmung der vesikulären Glutamat-Freisetzung oder die Hemmung von glutamatergen 
AMPA (Perampanel; Golyala und Kwan 2017; Kwan, Sills, und Brodie 2001) oder 
NMDA-Rezeptoren (z. B. Felbamat). Glutamat ist der häufigste Neurotransmitter im 
zentralen Nervensystem (ZNS) und wirkt exzitatorisch auf Neuronen, GABA ist der 
wichtigste inhibitorische Neurotransmitter im ZNS.  
Die Wirkung von Antikonvulsiva ist ausschließlich symptomatisch, ein antiepileptogener 
Effekt wurde bislang nicht nachgewiesen (Löscher und Brandt, 2010; Pitkänen, 2002). 
Forschungen an neuen Medikamenten mit potentiell antiepileptischen 
(krankheitsmodifizierneden) Eigenschaften konzentrieren sich unter anderem auf den 
„mechanistic Target of Rapamycin“ (mTor)- Signalweg (Sadowski et al., 2015). mTor 
wird durch Rapamycin reguliert und kodiert eine Proteinkinase, die in Zellwachstum und 
Proliferation involviert ist.  
Mehr als 30 % aller Epilepsiepatienten werden durch medikamentöse Therapie nicht 
dauerhaft anfallsfrei. In einer Studie mit 525 Epilepsiepatienten wurden nach erfolgloser 
Monotherapie nur 13 % durch Umstellung auf ein anderes Antikonvulsivum anfallsfrei 
(Kwan und Brodie, 2000). Der Einsatz weiterer Antikonvulsiva führte noch seltener 





Anfallsfreiheit. Für die mTLE-HS ist der Anteil der medikamentenresistenten Patienten 
mit etwa 80 % erheblich höher als bei den meisten anderen Epilepsiesyndromen (Semah 
et al., 1998). Zusätzlich ist die medikamentöse Behandlung von Epilepsien oft mit 
Nebenwirkungen verbunden. Aus diesen Gründen ist es wichtig alternative 
Behandlungsmöglichkeiten zu entwickeln und zu evaluieren.   
2.1.5.2. Resektive Epilepsiechirurgie 
Patienten, die unzureichend auf Antikonvulsiva reagieren, werden für die Behandlung 
durch eine resektive Hirnoperation in Erwägung gezogen. Durch die chirurgische 
Entfernung der epileptogenen Zone kann definitionsgemäß Anfallsfreiheit erreicht 
werden. Liegt z. B. eine mTLE-HS vor, können eine selektive 
Amygdalahippokampektomie oder eine anteriore Temporallappenresektion 
vorgenommen werden. Der ideale Kandidat für eine solche Behandlung hat einen 
positiven MR-Befund, das heißt eine sichtbare epileptogene Läsion (Heinz et al., 1994). 
Der Anteil der behandelten mTLE-Patienten, der durch eine Operation dauerhaft 
anfallsfrei wird, wird auf 60-80 % geschätzt (Englot und Chang, 2014; Wieser und ILAE 
Commission on Neurosurgery of Epilepsy, 2004), wobei Anfallsfreiheit 
unwahrscheinlicher im Falle vieler präoperativer Anfälle ist (Jeha et al., 2006). Allerdings 
kommt ein großer Anteil der medikamentenresistenten mTLE-Patienten nicht für eine 
Operation in Frage. Kontraindikationen können ein bilateraler oder multifokaler 
Anfallsursprung oder ein Anfallsursprung in einem eloquenten (funktionell relevanten) 
Kortex-Areal sein (Englot und Chang, 2014; Englot et al., 2016; Kwan und Brodie, 2000).  
2.1.5.3. Elektrische Neurostimulation 
Derzeit sind in Europa und den USA 3 elektrische Stimulationsverfahren zur 
Epilepsietherapie zugelassen: Vagusnervstimulation, tiefe Hirnstimulation (DBS) der 
Nuclei anteriores des Thalamus (anterior nucleus of the thalamus; ANT) und responsive 
(anfallsgetriggerte) Stimulation der Anfallsursprungszone. 
2.1.5.3.1 Vagusnervstimulation 
Die heute etablierte VNS erfolgt mittels eines implantierten Stimulusgenerators, der über 
eine Elektrode mit dem Nerv verbunden ist. Die Stimulation erfolgt anfallsunabhängig in 
Intervallen, z. B. über 30 s alle 5 min. Stromstärke, Frequenz und Einzelimpulsdauer 
können vom Behandler eingestellt werden. Üblich sind Stimulationsstromstärken bis 2,5 
mA. Die VNS als Behandlung bei Epilepsien ist seit 1997 (USA) beziehungsweise 2001 
(Europa) zugelassen. Eine randomisierte Doppelblind-Studie mit 196 Patienten zeigte 





verglichen mit einer Anfallsreduktion um 15 % durch niedrigfrequente (low frequency, 
LF) VNS als Kontrollbedingung innerhalb von 3 Monaten (Handforth 1998). Außerdem 
zeigte eine Metaanalyse bisheriger randomisierter Studien bei 50 % der Patienten eine 
Anfallsreduktion um mindestens 50 % (50 %-Responderrate, 50%RR) und insgesamt 
eine mittlere Anfallsreduktion um 45 % (Englot et al., 2011). Die zu erwartenden 
Nebenwirkungen durch VNS sind dabei geringer als bei der Behandlung mit 
Antikonvulsiva (Giordano et al., 2017; Révész et al., 2016). Die häufigsten 
Nebenwirkungen sind Husten, Halsschmerzen und Heiserkeit. Diese sind meist 
stimulationsbedingt und nehmen mit der Zeit ab (Ekmekçi und Kaptan, 2017).  
2.1.5.3.2 Tiefe Hirnstimulation 
Geschichte der tiefen Hirnstimulation 
Erste Versuche mit elektrischer Kortex-Stimulationen bei Hunden wurden 1870 von 
Gustav Fritsch (1838–1927) und Eduard Hitzig (1838–1907) durchgeführt (Carlson und 
Devinsky, 2009). Dabei wurde gezeigt, dass die elektrische Stimulation spezifischer 
Areale Muskelkontraktionen evoziert. Die erste Hirnstimulation am Menschen wurde 
1874 von Robert Bartholow durchgeführt (Bartholow R., 1874). Er führte eine Stimulation 
des Kortex und der Hirnhäute durch, woraufhin die Patientin einen SE entwickelte, ins 
Koma fiel und wenige Tage später verstarb. Daraufhin wurden zunächst keine 
Hirnstimulationen an Menschen mehr durchgeführt. 
Ab 1963 wurden die Hirnstimulationen des Nucleus subthalamicus erstmals erfolgreich 
zur Behandlung von Bewegungsstörungen eingesetzt (Andy et al., 1963), woraufhin die 
Hirnstimulation auch zur Behandlung von Epilepsien wieder in den Fokus der Forschung 
rückte. Zunächst wurde eine hochfrequente Stimulation (high frequency stimulation, 
HFS) des Cerebellums getestet (Cooper et al., 1973). Die Rationale der Stimulation des 
Cerebellums waren die Projektion zu motorischen Hirnarealen sowie der inhibitorische 
Output des Cerebellums (Klinger und Mittal, 2016). Ein Aspekt, der dabei außer Acht 
gelassen wurde, ist, dass der Kortex des Cerebellums keinen inhibitorischen Output zu 
motorischen Arealen hat, sondern eben diesen Output der hemmenden Purkinjezellen 
im cerebellaren Kern inhibiert. Zunächst wurde eine erfolgreiche Fallserie zur 
Cerebellum-Simulation bei 32 Epilepsiepatienten publiziert (Cooper et al., 1976). Hier 
wurde eine Anfallsreduktion von über 50 % bei 18 Patienten gemessen (50% RR: 56 %). 
Auch 11 weitere offene und nicht-randomisierte Studien zur Cerebellum-Stimulation 
führten zu positiven Ergebnissen. Später wurden allerdings 2 verblindete Studien 
durchgeführt, in denen kein signifikanter Effekt der Cerebellum-Stimulation bei 





2010 führte die „SANTE“ Studie zur Zulassung der Stimulation der ANT zur 
Epilepsietherapie in Europa, Australien und Kanada (Fisher et al., 2010). Dabei wurde 
zunächst während einer 3monatigen verblindeten Phase die eine Hälfte der Patienten 
stimuliert. Diese hatten im letzten Monat der verblindeten Stimulation eine 29 % höhere 
Reduktion der Anfallsfrequenz als unstimulierte Kontrollen. Anschließend erhielten alle 
Patienten die ANT-Stimulation. Nach 2 Jahren war im Median eine 56 %ige 
Anfallsreduktion zu messen, 54 % der behandelten Patienten erfuhren eine 
Anfallsreduktion von mehr als 50 %. Nach 5 Jahren wurde eine 69 %ige mediane 
Anfallsreduktion und eine 50%RR von 68 % gemessen (Salanova et al., 2015). Der ANT 
ist Teil des Papez-Kreislaufs und wird typischerweise mit folgenden Parametern 
stimuliert: 145 Hz, 5 V, 90 µs Pulsdauer, 1 min on, 1 min off.  
Im Jahr 2013 wurde die responsive Neurostimulation zur Behandlung refraktärer 
Epilepsien in den USA zugelassen. Hierbei wird im vermuteten Bereich der 
epileptogenen Zone dauerhaft EEG mittels bis zu 2 subduraler oder Tiefenelektroden 
abgeleitet und kontinuierlich in Echtzeit durch einen Comupteralgorithmus evaluiert. Bei 
tatsächlicher oder vermeintlicher Detektion eines Anfallsmusters im EEG wird die 
betreffende Elektrode kurz elektrisch stimuliert, um den Anfall zu unterbrechen. Durch 
die responsive Stimulation sollen der Energieverbrauch der Stimulationsgeräte reduziert 
und negative Effekte wie eine Habituation an die Langzeitstimulation sowie 
Nebenwirkungen einer Dauerstimulation vermieden werden (Liu et al., 2013). 
Problematisch ist bislang die Umsetzung der Anfallserkennung, da die verwendeten 
Algorithmen >99,9% falsch-positive Ergebnisse erzielen und so zahlreiche 
Stimulationsphasen auch ohne das Auftreten eines Anfalls gestartet werden. Die 
Methode führte in einer randomisierten Doppelblind-Studie mit 191 Patienten nach 
einem Jahr zu einer medianen Anfallsreduktion um 44 % und nach zwei Jahren um 53 % 
(Heck et al., 2014).  
Potentielle Wirkmechanismen der tiefen Hirnstimulation                                  
Die Wirkmechanismen der DBS sind bislang unbekannt, weshalb Protokolle und 
Stimulationsziele zurzeit hauptsächlich auf empirischen Daten beruhen. Man kann 
zwischen akuten (anfallsunterbrechenden) und neuromodulativen Effekten (als 
Langzeitfolge) unterscheiden. Effekte können direkt elektrisch oder über 
molekularbiologische Mechanismen vermittelt sein. Die folgende Tabelle gibt eine 






Tabelle 1: Mögliche Wirkmechanismen der DBS 
 Elektrisch Molekularbiologisch 
Akut   DC-Shift (Velasco et al., 
2000) 
 Depolarisationsblock 
(Jensen und Durand, 
2009) 
 (De-) Synchronisation 
(Montgomery und Baker, 
2000). 
 Ionenverschiebungen, z. B. durch 
extrazellulären K+-Anstieg (Lian et al., 
2003) 
 Transmitterfreisetzung (z. B. GABA-
vermittelte Inhibition; Urbano et al., 2002). 
 Neuroprotektion, z. B. durch reduzierte 
Apoptose (Chen et al., 2014).  
 
Chronisch  Netzwerkeffekte durch 
strukturellen Umbau  
(Koubeissi et al., 2013) 
 Wachstumsfaktoren (Gondard et al., 2015) 
 Zytokine (Amorim et al., 2015) 
 Langzeit-Depression (Albensi et al., 2004; 
Schiller und Bankirer, 2007; Toprani und 
Durand, 2013) 
 miRNA (Soreq et al., 2013) 
 Rezeptorexpression; z. B. GABAB-
Rezeptoren (Cuéllar-Herrera et al., 2004),  
 Erhöhung des Adenosinlevels (Boison, 
2005) 
 
Stimulationsziele und Paradigmen 
Experimentelle Studien zur Wirkung der DBS führen häufig trotz gleicher 
Stimulationsziele zu unterschiedlichen Ergebnissen. Dies kann unter anderem an der 
Vielzahl von Variablen liegen, die zwischen den Studien variieren. Parameter, die 





 Wellenform (z. B. sinusoidal vs. Rechteckimpulse) 
 „bipolar“ (Stimulationselektroden sind direkt benachbart) vs. „unipolar“ 
(Eine Stimulationselektrode ist weiter von der Zielregion entfernt)  
 biphasisch vs. monophasisch 
 intermittierend vs. kontinuierlich 
 Open loop vs. Closed loop (responsiv) 






Als Stimulationsziele kommen Faserstrukturen als Eingang oder Ausgang der 
epileptogenen Zone, hier der PP und die Fimbria-Fornix-Formation (FF), sowie die 
epileptogene Zone selbst, hier der Hippokampus, in Frage. Neben der FF enthält die 
VHC efferente Axone des Hippokampus, die diesen mit parahippokampalen Neuronen 
verbinden und so potentielle Ausbreitungsstrukturen für Anfallsaktivität und daher auch 
mögliche Strukturen zur Anfallsunterdrückung mittels DBS darstellen. Die direkte 
Stimulation weißer Substanz ist potentiell effektiver als die Stimulation von 
Kerngebieten, da ausschließlich Axone stimuliert werden, die aufgrund einer hohen 
Dichte an spannungsgesteuerten Na+-Kanälen  einen niedrigeren Erregungs-
Schwellenwert haben als die Somata (Khan et al., 2009). Außerdem ist dabei eine 
niedrigere Stromstärke als bei direkter Stimulation der epileptogen Zone nötig, da der 
Durchmesser der zu stimulierenden Region meist geringer ist und nur exzitatorische 
Komponenten des Kreislaufs aktiviert werden (Stephani und Koubeissi, 2015). Durch 
Stimulation der weißen Substanz kann entweder orthodrom (in Richtung der Synapse) 
oder antidrom (in Richtung des Somas) die epileptogene Zone adressiert werden. Es 
wird vermutet, dass die Stimulation von Fasertrakten, welche direkt mit der 
epileptogenen Zone verbunden sind, die Ausbreitung von Anfällen unterdrücken kann 
(Kellinghaus et al., 2003). Es wurde gezeigt, dass bei mTLE-Patienten Veränderungen 
in der weißen Substanz (unter anderem des Fornix) auftreten, wie z. B. die Wallersche 
Neurodegeneration. Diese Veränderungen können durch temporale Lobektomie 
reduziert werden (Pustina et al., 2014; Winston et al., 2013). Das legt nahe, dass auch 
eine Stimulation von weißer Substanz antiepileptogen wirken kann.  
In dem hier beschriebenen Experiment wurden vier verschiedene Stimulationsziele 
getestet: 
 Die ventrale hippokample Kommissur (ventral hippocampal commisure, VHC): 
Im menschlichen Gehirn gibt es keine VHC, allerdings besteht eine dorsale Kommissur 
der beiden Hippokampi. Zur DBS dieser Struktur gibt es bisher keine veröffentlichten 
Studien. Die DBS der VHC war in verschiedenen Tiermodellen antikonvulsiv und 
antiepileptisch wirksam (Kile et al., 2010; Rashid et al., 2012).  
 Die Fimbria/Fornix-Formation (FF): 
Die Stimulation der FF wurde kürzlich bei 11 Patienten mit mTLE während eines 
invasiven Video-EEG-Monitorings getestet (Koubeissi et al., 2013). In der Studie wurde 
LFS (5 Hz, 0,2 ms, 8 mA) für je 4 Stunden täglich angewandt. Die Behandlungsdauer 
variierte zwischen 1 und 11 Tagen. An den beiden darauffolgenden Tagen wurde eine 





hippokampaler Spike-Aktivität gemessen. Es gibt jedoch bisher keine Langzeit-Studien. 
Für eine valide Beurteilung der Wirksamkeit der FF-Stimulation wäre außerdem eine 
randomisierte Doppelblind-Studie erforderlich.  
 Der Tractus perforans (perforant pathway, PP):  
Der PP beinhaltet die meisten Eingangsneuronen des Hippokampus und könnte so die 
Erregbarkeit des Hippokampus beeinflussen, so dass eine elektrische Stimulation mit 
einem geeigneten Paradigma pathologische Oszillationen im limbischen System 
unterbrechen könnte. Der PP als Ziel für die DBS wurde 2002 in Ratten nach unilateraler 
hippokampaler Kainsäure (KA)-Injektion getestet (Bragin et al., 2002a). Eine PPS, die 
stark genug war, um elektrische Nachentladungen (After-discharges) im EEG zu 
induzieren, reduzierte die Anfallsfrequenz. Außerdem wurde gezeigt, dass eine 
responsive Stimulation des PP Anfälle nach systemischer oder lokaler Injektion von 
Pilocarpin unterbrechen kann (Cymerblit-Sabba et al., 2013).  Der PP als Ziel für eine 
DBS wurde bislang nicht bei menschlicher mTLE validiert.   
 Der Gyrus dentatus (dentate gyrus, DG): 
Eine gezielte und isolierte Stimulation des DG wurde bislang nicht durchgeführt. 
Allerdings liegen einige Studien vor, bei denen der Hippokampus insgesamt (und damit 
auch der DG) stimuliert wurde. In Hirnschnitten wurde gezeigt, dass epileptiforme 
Entladungen  durch Stimulation der Schaffer-Kollateralen mit 1 Hz oder 100 Hz 
abgeschwächt werden kann (Albensi et al., 2004). In Tierversuchen zur HFS des 
Hippokampus wurde eine reduzierte Anfallsfrequenz sowie eine verringerte 
Neurodegeneration nach KA-induziertem SE bei Makaken festgestellt (Chen et al., 
2014). LFS des Hippokampus (CA3) führte in einem Amygdala-Kindling-
Stimulationsmodell in Ratten zu reduzierter Anzahl und Dauer generalisierter Anfälle 
(Sun et al., 2010; Zhang et al., 2009).  Im Amygdala-Kindling Modell wurden außerdem 
ein höherer After-Discharge Schwellenwert und eine längere After-Discharge-Latenz 
während HFS des Hippokampus festgestellt, welche allerdings nach der Stimulation auf 
das Baseline-Level zurück ging (Wyckhuys et al., 2010).  
Bragin et al. (2002) hingegen stellten nach 200 Hz Stimulation des Hippokampus keine 
Reduktion der Anzahl spontaner Anfälle nach unilateral intrahippokampal injiziertem KA 
bei Ratten fest. 
Klinische Studien berichten ebenfalls sehr unterschiedliche Ergebnisse der 
Hippokampus-Stimulation mit Frequenzen zwischen 130 und 200 Hz, die von 





die Hippokampus-Stimulation zu einer reduzierten Anfallsfrequenz bei 4 Patienten mit 
generalisierten tonisch-klonischen oder fokalen Anfällen führte (Sramka et al., 1976). Im 
Jahre 2000 wurde bei 7 von 10 getesteten Patienten eine reduzierte Anfallsfrequenz und 
verringertes Auftreten interiktaler Spikes nach hochfrequenter Hippokampus-Stimulation 
(biphasische 450 μs Pulse mit 200-400 μA und 130 Hz) gemessen (Velasco et al., 2000). 
In einer weiteren Studie mit 9 Patienten wurde eine Anfallsreduktion durch HFS bei allen 
Patienten gemessen, allerdings war die Anfallsreduktion bei Patienten mit HS geringer 
(50-70 %) als bei Patienten ohne positiven MRT-Befund (90 %; Velasco et al., 2007).  
Eine Studie an 8 Patienten zeigte vollständige Anfallsfreiheit nach HFS des 
Hippokampus bei 2 Patienten und eine Anfallsreduktion um 65-75 % bei 4 Patienten; 
allerdings erfuhren 2 weitere Patienten keine Anfallsreduktion (Boëx et al., 2011). Cukiert 
et al. (2014) berichteten über eine Anfallsreduktion zwischen 66 und 100 % bei 7 von 9 
Patienten nach hippokampaler HFS (300 μs Pulse, 1-3,5 V, 130 Hz); 2 Patienten 
erfuhren keine Anfallsreduktion durch die Behandlung. Eine weitere Studie beschreibt 
eine Anfallsreduktion um ≥ 90 % bei 6 Patienten, um 40-70 % bei 3 Patienten und um 
<30 % bei 2 Patienten (Vonck et al., 2012).  
2.2. Mesiale Temporallappenepilepsie  
2.2.1. Epidemiologie und klinisches Bild  
Die mTLE ist die häufigste fokale Form der Epilepsie bei Erwachsenen (Duncan und 
Sagar, 1987; Engel, 1996; Téllez-Zenteno und Hernández-Ronquillo, 2012). Anfälle 
entstehen dabei in Strukturen des mesialen Temporallappens, wie dem Hippokampus 
und der Amygdala. Die Anfälle können fokal bleiben oder sekundär generalisieren. 
Fokale Anfälle beginnen im Falle der mTLE häufig mit epigastrischen Auren, die als 
aufsteigendes Übelkeitsgefühl oder unangenehme Empfindung in der Magengegend 
beschrieben werden. Häufig sind außerdem gustatorische und psychische Auren (Kruse, 
1990). Anschließend entstehen häufig orale Automatismen und generalisierte tonisch-
klonische Anfälle. 
Die mTLE-HS ist seit 2010 von der ILAE als unverwechselbare Konstellation eingestuft, 
da sie sich durch eine charakteristische Anfallssemiologie, typische EEG-Befunde und 
insbesondere die Entwicklung einer im MRT sichtbaren HS von anderen 
Epilepsiesyndromen abgrenzen lässt. Ursache der mTLE ist vermutlich häufig ein 
initiales hirnschädigendes Ereignis (IPI: initial precipitating injury). Dies kann z. B. eine 
zerebrale Ischämie, ein komplizierter Fieberkrampf oder ein Schädel-Hirn-Trauma sein. 
Nach einer Latenzperiode, die Monate bis Jahre andauern kann, treten unprovozierte, 





2.2.2. Anatomie  
Der Hippokampus befindet sich im Telencephalon und ist Teil des sogenannten Papez-
Kreises (Papez, 1995), der über den Fornix zum Corpus mamillare und dann zu den 
ANT projiziert. Von dort erfolgt die Erregungsleitung über den Gyrus cinguli und den 
parahippokampalen Kortex zum entorhinalen Kortex und dann über den PP wieder zum 
Hippokampus. Der Papez-Kreis ist Teil des limbischen Systems.  
Der Hippokampus gliedert sich in die Regionen des Cornu ammonis mit den Subfeldern 
CA1 bis CA3, den DG und dessen Hilus (früher CA4), das Subiculum, Prä- und 
Parasubiculum und den entorhinalen Kortex. Die hauptsächliche Erregungsweiterleitung 
führt vom entorhinalen Kortex über den PP zu den Körnerzellen des DG. Die Axone der 
Körnerzellen, Moosfasern genannt, projizieren zu den Pyramidenzellen der CA3-Region 
sowie den Mooszellen des Hilus. Deren Axone verlassen den Hippokampus über den 
Fornix oder führen als Schaffer-Kollateralen zu den Dendriten der CA1-Region. Die CA1-
Neurone projizieren zurück zum entorhinalen Kortex (Amaral und Witter, 1989).  
2.2.3. Pathophysiologie 
Histopathologisch tritt bei der mTLE meist (bei etwa 2/3 der Betroffenen) eine HS auf 
(Blümcke et al., 2017). Hierbei kommt es zu einer Neurodegeneration in den Bereichen 
CA1, CA3 und im Hilus des DG. Die ILAE klassifiziert verschiedene Subtypen dieses 
Degenerationsmusters. Die häufigste und am besten untersuchte Form wird als ILAE 
Klasse I HS bezeichnet und beinhaltet einen etwa gleich stark ausgeprägten 
Neuronenverlust in CA1 und dem Hilus des DG. Auch die Amygdala und der entorhinale 
Kortex können von der Neurodegeneration betroffen sein. Die Pyramidenzellen der CA2-
Region sind nicht Teil des Papez-Kreises und bleiben bei der Entstehung einer HS 
weitgehend unbeschädigt. Die Neurodegeneration kann unter anderem durch 
exzitatorische Prozesse aufgrund von erhöhtem Glutamat-gesteuertem Calcium-
Einstrom durch starke Depolarisation aber auch durch Entzündungsmechanismen 
induziert werden (Aronica et al., 2017).  Wie der Verlust exzitatorischer Neuronen zur 
Übererregbarkeit eines Netzwerkes führen kann, ist nicht geklärt. Der Verlust von 
Neuronen könnte dazu führen, dass die präsynaptische Zelle neue Verbindungen zu 
anderen Neuronen aufbaut, wodurch sich die Konnektivität erhöhen könnte.  
Zusätzliche Merkmale der HS sind ein reduziertes Volumen des Hippokampus sowie 
eine Dispersion der Körnerzellschicht (Houser, 1990) und eine Neusprossung der 
Moosfasern (Represa et al., 1993). Die Neusprossung von Moosfasern führt zu einer 





dieser Zellen zur Folge haben kann. Die Rolle der Dispersion der Körnerzellschicht in 
der Pathologie der HS ist unklar. Induziert werden könnte diese z. B. durch  Störungen 
im Wirkmechanismus von Reelin, welches als extrazelluläres Matrixprotein an der 
Entwicklung kortikaler Schichten beteiligt ist (Frotscher et al., 2003). Außerdem wird eine 
verringerte inhibitorische Wirkung verschiedener Neuropeptide als Mechanismus 
vermutet (Thom, 2014). 
Außerdem kommt es zu einer Vermehrung von Gliazellen wie Astrozyten, was als 
Astrogliose bezeichnet wird (Blümcke et al., 2002). Eine Astrogliose kann zu einer 
Überexpression des Enzyms Adenosinkinase und dadurch zu einer reduzierten 
Adenosin-Expression und Übererregbarkeit von Neuronen in der betroffenen Region 
führen (Boison, 2008). Eine verminderte K+-Aufnahme durch Gliazellen kann ebenfalls 
an der Entstehung einer Übererregbarkeit neuronaler Strukturen beteiligt sein (Pollen 
and Trachtenberg, 1970), da eine erhöhte extrazelluläre Kalium-Konzentration zur 
Depolarisation der Membranspannung führt. Außerdem wurde eine verlängerte 
Depolarisation von Astrozyten (Schröder et al., 2000) sowie die erhöhte Expression 
ionotroper Glutamat-Rezeptoren (Seifert et al., 2004) und Glutamat-Transporter (Proper 
et al., 2002) bei der HS nachgewiesen. 
2.3. Krankheitsmodelle 
2.3.1 Notwendigkeit von Modellen  
Die Verwendung von Tiermodellen zur Untersuchung der Pathomechanismen der 
mTLE-HS ist aus mehreren Gründen erforderlich:  
1) Beim Menschen verläuft die Entwicklung der mTLE-HS (Epileptogenese) klinisch 
stumm und kann mangels geeigneter Biomarker noch nicht diagnostiziert 
werden. Daher kann beim Menschen nur eine bereits manifeste Epilepsie 
untersucht werden. 
2) Zwar kann man hippokampales Gewebe im Anschluss an einen 
epilepsiechirurgischen Eingriff untersuchen, aber es steht kein vergleichbares 
Kontrollgewebe zur Verfügung, da gesunde Hippokampi nicht reseziert werden. 
Eine Untersuchung von Post-mortem-Gewebe wiederum ist mit anderen 
spezifischen Problemen behaftet (Post-mortem-Veränderungen, 






3) Viele invasive Untersuchungsmethoden sind aus ethischen Gründen nicht beim 
Menschen durchführbar. 
4) Da Epilepsien Netzwerkerkrankungen sind, kann eine Modellierung mittels 
Einzelzelluntersuchungen oder Gewebeschnitten nur Teilaspekte abbilden. Für 
eine valide Untersuchung systemischer Mechanismen ist eine (weitgehend) 
intakte Hirnstruktur erforderlich. 
2.3.2. Modelle 
Im Lauf der letzten Jahrzehnte wurden zahlreiche Modelle entwickelt, die verschiedene 
Aspekte der Erkrankung nachbilden. Hierzu gehören Computermodelle, 
Einzelzelluntersuchungen, Zellkulturen und Gewebeschnitte sowie Tiermodelle für akute 
Anfälle und für Epilepsien. Die wichtigsten Tiermodelle werden hier dargestellt, wobei 
besonders auf die induzierten Epilepsiemodelle bei Tieren eingegangen wird. 
Akute Anfälle in Tiermodellen können z. B. durch die lokale oder systemische Injektion 
von chemokonvulsiven Substanzen oder durch Elektrostimulation über 
Cornealelektroden hervorgerufen werden. Studien an diesen Modellen haben zu 
verschiedenen Hypothesen über Anfallsaktivitäten geführt, wie Veränderungen in der 
neuronalen Erregbarkeit durch Änderungen im extrazellulären Milieu oder der 
Dysbalance zwischen Erregung und Inhibition. Allerdings können aus diesen Studien 
keine Erkenntnisse zur Entstehung spontaner Anfällen bei manifestierter Epilepsie 
hergeleitet werden (Engel und Schwarztkron, 2006).  
Die wichtigsten Epilepsiemodelle lassen sich unterteilen in genetische Modelle (für 
genetische Epilepsiesyndrome), chemokonvulsive Modelle (systemisch oder lokal) und 
elektrische Stimulationsmodelle. Da genetische Epilepsiemodelle für die Forschung der 
nicht genetisch verursachten mTLE-HS nicht geeignet sind, werden hier die wichtigsten 
induzierten Epilepsiemodelle erläutert. Die meisten Tiermodelle für Epilepsien beruhen 
auf dem Auslösen eines SE. Dieser Zustand kann im Tiermodell durch das Injizieren 
chemokonvulsiver Substanzen oder durch elektrische Stimulation induziert werden. Die 
chemokonvulsiven Substanzen Pilocarpin, ein Agonist des muskarinischen Acetylcholin-
Rezeptors, und Kainsäure (KA), ein Strukturanalogon des Glutamats, sind die am 
häufigsten genutzten Substanzen zur Induktion eines SE. Weitere verwendete 
Chemokonvulsiva sind unter anderem Tetanustoxin, Strychnin und Pentylentetrazol 
(PTZ). Die systemische Injektion chemokonvulsiver Substanzen induziert neben der 
hippokampalen Neurodegeneration erhebliche extrahippokampale Schäden, die in der 
menschliche mTLE nur begrenzt auftreten (Thom, 2014). Dies kann minimiert werden, 





Hippokampus erfolgt. Das Unterbrechen des SE kann mittels Benzodiazepinen erfolgen 
und ist notwendig, da ein SE ab einer Dauer von >30 min häufig nicht von selbst sistiert 
und potentiell tödlich ist. Nach einer Latenzphase entwickeln sich spontane Anfälle. Bei 
Patienten ist das Auftreten eines SE als Ursache für die Epileptogenese allerdings eher 
die Ausnahme als die Regel (Herman, 2002). Außerdem haben die Dauer, der 
Schweregrad und die Termination des SE im Tiermodell erheblichen Einfluss auf den 
Verlauf der Epileptogenese. Das Beenden eines SE kann unter Umständen nur die 
klinischen Symptome betreffen, während elektroenzephalographisch weiterhin 
Statusaktivität variabler Dauer nachweisbar ist, so dass es im Tiermodell zu 
unterschiedlich stark ausgeprägter Schädigung des Hippokampus kommen kann 
(Löscher und Brandt, 2010). Daher wurden Tiermodelle entwickelt, die das Auftreten 
eines SE vermeiden. 
Eine Sonderstellung unter den Tiermodellen bildet das sogenannte Kindling, welches 
zwar nach dem üblichen Protokoll keine spontanen Anfälle hervorruft, aber trotzdem als 
Modell für die Epileptogenese eingesetzt wird. Hierbei führt wiederholte elektrische 
Stimulation, z. B. der Amygdala, zunächst zur Entstehung subkonvulsiver, fokaler 
Anfälle. Durch Wiederholen der Stimulation entstehen länger anhaltende und stärkere 
Anfälle. Die meisten Kindling-Studien berichten nicht von einem nachgewiesenen 
Neuronenverlust oder dem Auftreten einer HS (Morimoto et al., 2004). Außerdem kommt 
es beim klassischen Kindling nicht zur Entstehung spontaner Anfälle. Eine Ausnahme 
bildet das sogenannte „Overkindling“. Dabei wird die Stimulation über mehrere Monate 
wiederholt, wonach etwa die Hälfte der Ratten spontane Anfälle entwickelt (McIntyre et 
al., 2002). Dieser Vorgang ist technisch sehr aufwändig und kostspielig. Aufgrund der 
fehlenden Entwicklung spontaner Anfälle im klassischen Kindling ist das Modell für 
Untersuchungen von Epileptogenese-Prozessen nur bedingt geeignet. Außerdem ist 
unklar, welche Art von epileptogenem IPI das Kindling modellieren soll, da bei der 
menschlichen mTLE von einem einzigen IPI als Auslöser der Epileptgenese 
ausgegangen wird. Entgegen dieser Annahme wurde allerdings auch die Hypothese 
aufgestellt, dass die Latenzphase nach dem IPI von initialen unterschwelligen, fokalen 
Anfällen gekennzeichnet ist, welche erst nach der Latenzphase klinisch sichtbar werden 
und weiter fortschreiten, was durch einen Kindling-Prozess modelliert werden könnte 
(Sloviter, 2017).  
Eine Schwierigkeit in allen verwendeten Tiermodellen ist die hohe Variabilität der 
Anfallsfrequenz, die häufig zu falsch-positiven oder falsch-negativen Ergebnissen führt 





Anfallsfrequenz machen zu können, ist daher eine lange Beobachtungszeit der Tiere 
nach Auslösen der Epileptogenese von Vorteil.   
2.3.3. Anforderungen an ein valides mTLE-HS-Modell 
Um eine möglichst hohe Vergleichbarkeit zur mTLE-HS bei Patienten zu gewährleisten, 
sollte ein Modell möglichst viele Kriterien der Krankheit nachbilden. Eine mTLE wird 
durch ein IPI ausgelöst, welches sich im Tiermodelle z. B. durch elektrische Stimulation 
oder Injektion chemokonvulsiver Substanzen modellieren lässt. Ein weiteres Kriterium 
für ein valides Tiermodell ist eine zuverlässige Latenzperiode. Außerdem sollte die 
Anfallsfrequenz der untersuchten Tiere nach der Latenzperiode in der gleichen 
Größenordnung wie beim Menschen liegen. Ein weiterer wichtiger Aspekt zur 
Modellierung der mTLE-HS ist das histopathologische Auftreten einer HS und eine 
möglichst geringe extrahippokampale Neurodegeneration. Um eine sehr große Zahl an 
benötigten Versuchstieren zu vermeiden, ist außerdem eine niedrige Mortalität des 
verwendeten Modells von Vorteil.  
2.3.4. Das „30-30-8“-PPS Modell  
Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Modell beruht auf der wiederholten 
elektrischen Stimulation des Tractus perforans (Perforant Pathway Stimulation; PPS) der 
Ratte nach einem speziellen Paradigma. Die PPS führt bei hinreichender Intensität 
unmittelbar nach Beginn der Stimulation zu Anfällen, die zunächst nach Beenden der 
Stimulation sistieren. Dauert die PPS länger als ca. 30 min, sistieren die Anfälle nach 
Beendigung der Stimulation nicht mehr spontan. Vielmehr entsteht ein sich selbst 
aufrechterhaltender SE (self sustained SE, SSSE). Ab ca. 40 min Stimulationsdauer 
kommt es zu hippokampaler Neurodegeneration (Norwood et al., 2011). Besteht der 
SSSE über einige Stunden fort und wird dann medikamentös (z. B. durch 
Benzodiazepine wie Lorazepam oder Diazepam) durchbrochen, entwickeln die Tiere 
nach einigen Tagen spontane Anfälle. Histologisch findet sich allerdings keine HS vom 
ILAE Typ 1, sondern eine Neurodegeneration vorwiegend im Hilus des DG, deutlich 
geringer in CA3 und CA1 sowie extrahippokampal (Neokortex, Thalamus; Bumanglag 
und Sloviter, 2008). Um die Ausbildung einer klassischen HS durch PPS zu induzieren, 
ist eine Stimulationsdauer von etwa 8 h nötig (Norwood et al., 2010). Eine 8stündige 
PPS ist allerdings wegen des lang andauernden SE mit einer extrem hohen Mortalität 
assoziiert und kann daher nicht isoliert durchgeführt werden. Um dieses Problem zu 
umgehen, wurde ein spezielles Stimulationsparadigma entwickelt: Eine 
Präkonditionierung der Tiere durch 2malige 30minütige PPS im Abstand von 24 h (Tage 





epileptischen Toleranz (ET). Wird anschließend (Tag 3) erneut eine PPS vorgenommen, 
entwickeln die Tiere während der Stimulation keinen SE mehr. Daher ist nun eine 
8stündige PPS ohne relevante Mortalität möglich. Durch die 8 h PPS werden zwar akut 
symptomatische Anfälle ausgelöst, die jedoch mit dem Ende der PPS sistieren. Eine 
Anfallstermination mittels Lorazepam ist nicht notwendig. In seltenen Fällen, in welchen 
die Anfallstermination nicht selbstständig abläuft, kann die bestehende Anfallsaktivität 
mittels kurzer Isofluran-Inhalationsnarkose unterbrochen werden. Die Tatsache, dass 
keine SE-terminierende Lorazepamgabe notwendig ist, macht das Modell gegenüber 
dem klassischen PPS Modell, welches auf einer 3-stündigen PPS beruht, valider, da die 
Variabilität zwischen den Versuchstieren verringert wird. Außerdem ist ein SE bei 
Menschen ein seltener Auslöser für die Epileptogenese; daher ist es von Vorteil, das 
Auslösen dieses Zustands im Tiermodell zu vermeiden. Weiterhin weist das sogenannte 
30-30-8-PPS Modell durch das Ausbleiben eines SE eine geringe Mortalität der 
Versuchstiere auf (Norwood et al., 2010).    
Nach einer Latenzperiode von 12 bis 35 Tagen bildet sich eine mTLE-HS mit spontanen 
Anfällen. Eine kontinuierliche EEG-Ableitung aus dem DG ermöglicht die 
Anfallsdetektion. Das Modell bildet sowohl den Krankheitsverlauf als auch die 
Histopathologie der mTLE-HS nach. Histopathologisch entwickelt sich ein ausgeprägter 
Verlust von Neuronen in den Regionen CA1 und CA3 sowie im Hilus des DG, was den 
Merkmalen der HS ILAE Typ 1 beim Menschen entspricht (Norwood et al., 2010). 
Weitere Untersuchungen mittels RNA-Sequenzierung an dem genannten Modell haben 
eine Regulation verschiedener mRNAs im DG gezeigt, die hauptsächlich für Proteine 
kodieren, die in Entzündungsprozesse, Axonenführung sowie Calcium-Signalwege 
involviert sind. Weitere regulierte Proteine wurden im Zusammenhang mit synaptischer 
Funktion, neuronaler elektrischer Aktivität und Neuropeptiden ausgemacht (Vieira et al., 
2016).  
Tabelle 2: Vergleich der humanen mTLE-HS und des 30-30-8-PPS Modells bei Ratten 
bezüglich typischer Charakteriastika der Krankheit.  
 mTLE-HS beim 
Menschen 
Rattenmodell PPS 30-30-8 
IPI ()  
Latenzperiode  
(10-15 % der 
Lebenszeit) 
 
(3-10 % der Lebenszeit) 
Hippokampussklerose   
Temporaler Anfallsursprung    
Anfallsfrequenz 
3/Woche 
3,5 ± 1,7/Woche 
(zunehmend) 






Das verwendete 30-30-8-PPS Modell bildet die meisten der unter 2.3.4 beschriebenen 
Aspekte einer mTLE-HS nach. Das IPI wird in dem verwendeten Modell durch die 8 h 
Stimulation des PP modelliert. Eine Latenzperiode von 12 bis 35 Tagen ist vorhanden, 
was das Tiermodell zum einen vergleichbar mit der menschlichen mTLE-HS macht und 
außerdem eine Untersuchung von Epileptogeneseprozessen ohne eine bereits 
manifeste Epilepsie ermöglicht. Außerdem kann durch eine Intervention während der 
stummen Latenzperiode eine antiepileptogene Wirksamkeiten von Behandlungen 
getestet werden. Das häufig verwendete intraamygdaläre KA Modell hingegen führt zu 
einer Latenzperiode von nur 3 bis 4 Tagen, systemisches Pilocarpin induziert spontane 
Anfälle nach Tagen oder Wochen mit einer variablen Latenz. Ein weiterer Vorteil einer 
durch elektrische Stimulation induzierten Epileptogenese ist die Möglichkeit, molekulare 
und zelluläre Veränderungen zu untersuchen, ohne einen möglichen Effekt durch das 
Injizieren chemokonvulsiver Substanzen hervorzurufen. Histopathologisch ist das 
verwendete Modell ebenfalls gut vergleichbar mit der menschlichen mTLE, da eine 
typische HS auftritt und im Gegensatz zu Modellen die auf systemisch verabreichten 
Chemokonvulsiva beruhen keine extrahippokampalen Schäden auftreten. Anfälle 
entstehen im Temporallappen und treten im Durchschnitt über 3 Monate etwa 3,5 ± 1,7 
pro Woche auf, was ebenfalls vergleichbar mit der menschlichen mTLE-HS ist. 
Chemokonvulsiva führen dagegen zu mehreren Anfällen pro Tag, was zwar einen Effekt 
auf die Anfallsfrequenz leichter erkennen lässt, aber die Vergleichbarkeit zur mTLE-HS 
schmälert. Ein Nachteil des 30-30-8-PPS Modells ist die Zeit- und Kostenaufwändigkeit 
des Modells. Durch die lange Latenzperiode und die Vergleichsweise geringe 
Anfallsfrequenz sowie zeitaufwändige Operationen und Stimulationen können weniger 
Tiere in kurzer Zeit untersucht werden, als beispielsweise bei Verwendung eines 
chemokonvusliv induzierten Modells.   
2.4. MikroRNAs 
2.4.1. Grundlagen  
MiRNAs sind einzelsträngige Ribolukleinsäuren (ribonucleic acids, RNA), die aus 19 bis 
25 Nukleotiden bestehen. Sie regulieren posttranskriptional den Proteinlevel, indem sie 
die Translation hemmen oder zum Abbau von messengerRNA (mRNA) führen. Die erste 
miRNA wurde 1993 in Ceanorhabditis elegans als kurze Sequenz komplementär zur 
lin14 mRNA entdeckt, welche eine Rolle in der postembryonale Entwicklung spielt (Lee 
et al., 1993). In den darauffolgenden Jahren wurde entdeckt, dass miRNAs in nahezu 
alle Prozesse in Metazoen involviert sind. Bioinformatische Analysen haben gezeigt, 
dass etwa 30 bis 50 % des menschlichen Genoms durch miRNAs reguliert sind (Lewis 





aller Regulationen auf Proteinlevel durch miRNAs beeinflusst werden (Huntzinger und 
Izaurralde, 2011).  
MiRNAs stammen meist von Genen, die nicht für Proteine kodieren, oder von Introns 
proteinkodierender Gene (Kim et al., 2009). Primäre miRNA-Transkripte (pri-miRNAs) 
werden durch Endonukleasen (Drosha) zu pre-miRNAs geschnitten. Diese sind etwa 70 
Nukleotide lang (Gregory et al., 2004) und werden von Exportin-5 aus dem Nukleus ins 
Zytoplasma transportiert (Yi et al., 2003), wo eine weitere Endonuklease (Dicer) 
doppelsträngige miRNA-Moleküle generiert. Diese werden in den “miRNA-induced 
silencing complex“ (miRISC) geladen, wo der aktive Strang der miRNA an die Ziel-mRNA 
bindet und deren Translation hemmt oder zu deren Abbau führt (Béthune et al., 2012; 
Filipowicz et al., 2008). Häufig liegen die Bindestellen der miRNAs in der 
3‘untranslatierten Region (3‘-UTR) der mRNA. Die Bindung erfolgt oft an imperfekt 
komplemetäre Sequenzen. Dadurch kann eine einzige miRNA die Expression hunderter 
mRNAs regulieren. Umgekehrt kann eine mRNA durch zahlreiche miRNAs reguliert 
werden (Lim et al., 2005).  
Im ZNS spielen miRNAs eine Rolle bei der Neurogenese, Axonensprossung und dem 
Überleben von Neuronen (Hébert und De Strooper, 2009; Kosik, 2006). Die 
experimentelle Herunterregulation von miRNAs in Purkinjezellen des Cerebellums von 
transgenen Mäusen durch „knock-out“ von Dicer führt zu progressiver 
Neurodegeneration und Ataxie, was einen Einfluss von  miRNAs auf neurodegenerative 
Krankheiten nahelegt (Schaefer et al., 2007). Im Hippokampus von Mäusen führte die 
Inaktivierung von Dicer (in vivo) zur einer reduzierten Verzweigung von Dendriten und 
zu Veränderungen in der Dichte und Länge von dendritischen Dornfortsätzen (Davis et 
al., 2009). 
Um Versuche zu Funktion und Wirkung individueller miRNAs durchführen und 
analysieren zu können, ist die Verwendung einer einheitlichen miRNA-Nomenklatur 
erforderlich. MiRNAs werden nach Entdeckung mit fortlaufenden Nummern benannt, 
sodass die Nummerierung keinen Rückschluss auf Funktion oder Genloci der miRNA 
zulässt. MiRNAs werden in Familien zusammengefasst, wenn sie auf demselben Gen 
liegen. Aus einer pre-miRNA können zwei unterschiedliche miRNAs generiert werden, 
wenn von beiden Seiten der Haarnadelstruktur der pre-miRNA eine miRNA entsteht. Ist 
bekannt, welche die dominante, also die funktionelle Version der miRNA ist, wird die 
nicht-dominante mit einem * gekennzeichnet. Da inzwischen vermutet wird, dass oft 
beide Versionen funktionell sein können, werden die Varianten häufig mit -5p und -3p 
gekennzeichnet. Daher haben miRNAs mit derselben Nummer, die sich aber durch die 





MiRNAs mit ähnlichen Sequenzen werden mit Buchstaben direkt hinter der miRNA-
Nummer gekennzeichnet (Beispiel: miRNA-30a und miRNA-30e). Sind die Sequenzen 
zweier miRNAs von unterschiedlichen Precursors identisch, werden diese mit einer 
zusätzlichen Nummerierung gekennzeichnet (Beispiel miRNA-121-1, miRNA-121-2). 
Zusätzlich wird vor die miRNA-Nummer ein Kürzel für die Spezies, in welcher die miRNA 
gefunden wurde, gestellt (z. B. „hsa“ für Homo sapiens und „rno“ für Rattus norvegicus; 
Ambros et al., 2003).       
2.4.2. Therapeutische Anwendung 
Ein Ziel von miRNA-Studien ist, diese als Ziele für neue Therapeutika zu nutzen. So 
könnten z. B. miRNAs, die in einem pathologischen Zustand signifikant hochreguliert 
sind, bei Patienten therapeutisch unterdrückt werden und so eine Normalisierung des 
beeinflussten Signalweges hervorrufen. Es gibt bereits verschiede Ansätze, wie diese in 
vivo Manipulation im Gehirn durchgeführt werden kann. Für diesen Zweck existieren 
verschieden modifizierte, künstliche Oligonukleotide, die eine komplementäre Sequenz 
zu der zu manipulierenden miRNA haben (Antagomire). Um zu verhindern, dass das 
zellfremde Oligonukleotid abgebaut wird, verwendet man modifizierte Nukeotide wie 
„locked nucleic acids“ (LNAs), die resistenter gegen Nukleasen sind als endogene 
Oligonukleotide. Eine weitere Möglichkeit zur Unterdrückung endogener miRNAs ist das 
Einschleusen von sogenannten miRNA-sponges (Ebert und Sharp, 2012; Hansen et al., 
2013). Dabei handelt es sich um mRNA-Vektoren, die mehrere Bindungsstellen für die 
jeweilige miRNA enthalten. Eine Hochregulation von miRNAs in vivo erfolgt durch die 
Injektion sogenannter miRNA-Mimics (Agomire), die die gleiche Basensequenz wie die 
endogene miRNA haben. Die Durchführung einer solchen Hochregulation ist allerdings 
kompliziert, da die Mimics schnell abgebaut werden und so für einen anhaltenden Effekt 
kontinuierlich appliziert werden müssen (Henshall et al., 2016). Eine weitere Möglichkeit 
zur Hochregulation von miRNAs ist das Einschleusen von rekombinanten Adeno-
assoziierten Viren, die nach Injektion zur Überexpression der miRNA führen 
(Christensen et al., 2010).  
Bislang sind keine miRNA-basierten Therapeutika zugelassen, allerdings haben einige 
die präklinische oder klinische Testphase erreicht. Unter anderem hat ein Antagomir 
gegen miRNA-122 zur Behandlung von Hepatitis-C-Infektionen (Miravirsen) die Phase II 
(erstmalige Einnahme des Medikaments durch Patienten) erreicht (Nunnari und Schnell, 





2.4.3. MiRNAs und Epilepsie 
Sowohl in Tiermodellen der Epilepsie als auch in Gewebe und Blut menschlicher 
Epilepsiepatienten (Raoof et al., 2017) fanden sich signifikante Veränderungen von 
Expressionsmustern verschiedener miRNAs gegenüber gesunden Kontrollen. Einige 
miRNAs zeigten eine konsistente Regulation in verschiedenen Modellen und wurden 
daher weitergehend untersucht. Funktionelle Analysen mittels in vivo Manipulationen in 
Tiermodellen haben bei einigen miRNAs einen kausalen Zusammenhang der Regulation 
und der Entstehung spontaner Anfälle gezeigt. Um eine stets aktuelle Übersicht der 
signifikant regulierten miRNAs in verschiedenen Epilepsiemodellen und  bei 
verschiedenen Epilepsiesyndromen bei Patienten sowie funktionell analysierter miRNAs 
zu ermöglichen, wurde die Datenbank EpimirBase eingerichtet (Mooney et al., 2016). 
MiRNAs, die eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Epilepsien spielen, sind unter 
anderem: miRNA-124-3p, miRNA-129-5p, miRNA-132-3p, miRNA-134-5p und miRNA-
146a-5p. MiRNA-124-3p war in verschiedenen Epilepsiemodellen im Hirngewebe 
herunterreguliert. Experimentelle Hochregulation mittels Mimics erwies sich als 
antiepileptogen und antikonvulsiv. Die Wirkung wird möglicherweise über NRFS (neuron 
restrictive silencing factor) vermittelt (Brennan et al., 2016). In zwei Epilepsiemodellen 
der Ratte (systemische Pilocarpin- oder PTZ-Injektion) sowie im Gewebe von 
Epilepsiepatienten wurde ebenfalls eine Herunterregulation dieser miRNA gemessen. 
Die miRNA-129-5p beeinflusst die neuronale Erregbarkeit über Regulation von 
spannungsabhängigen Kalium (Kv1.1-K+) -Kanälen (Sosanya et al., 2013). Eine 
Hochregulation der miRNA-129-5p wurde im KA- und im PPS Modell nachgewiesen. 
Weiterhin wurde eine neuroprotektive Wirkung dieser miRNA durch in vivo Manipulation 
im KA-Modell gezeigt und eine funktionelle Interaktion mit dem RNA‐Bindeprotein 
RBfox1 wurde nachgewiesen (Rajman et al., 2017). MiRNA-132-3p wurde als relevant 
für die mTLE befunden, da sie in zahlreichen Modellen hochreguliert ist (systemisches 
Pilocarpin; Huang et al., 2015; Kretschmann et al., 2014; McKiernan et al., 2012; Risbud 
und Porter, 2013; Roncon et al., 2015; Song et al., 2011; Systemisches KA; Schouten et 
al., 2015; Hippokampus-Stimulation ; Gorter et al., 2014, Amygdala-Stimulation, Bot et 
al., 2013). Außerdem wurde in resezierten Hippokampi von Kindern mit mTLE eine 
Hochregulation gemessen (Peng et al., 2013). Die funktionelle Inhibition mit LNAs hat 
eine neuroprotektive Wirkung in einem Epilepsiemodell der Maus (intra-amygdaläres-
KA-Modell; Jimenez-Mateos et al., 2011). Es wurde gezeigt, dass miRNA-134-5p eine 
Rolle in der Entwicklung synaptischer Dornfortsätze spielt. Die Überexpression der 
miRNA-134-5p in hippokampaler Neuronenkultur induzierte eine Verminderung des 
Volumens synaptischer Dornfortsätze (Schratt et al., 2006). In vitro wurde gezeigt, dass 





Konzentration,  in Hirnschnitten unterdrückt und somit neuroprotektiv wirkt (Wang et al., 
2014). MiRNA-134-5p wird von SIRT1 (Sirtuin 1) über einen Repressorkomplex mit dem 
Traskriptionsfaktor YY1 reguliert. Die miRNA inhibiert die Translation von BDNF (Brain-
derived neurotrophic factor) und CREB (cAMP response element-binding protein). Die 
Abwesenheit von SIRT1 führt zu verstärkter miRNA-134-5p-Expression und 
Herunterregulation von BDNF und CREB, was eine Beeinträchtigung der synaptischen 
Plastizität gemessen an reduzierter LTP und Gedächtnisbildung zur Folge hat (Gao et 
al., 2010). Weiterhin wurde gezeigt, dass miRNA-134-5p die Translation von Pumilio2-
mRNA hemmt und so die Axonensprossung unterstützt (Fiore et al., 2009). Eine 
Herunterregulation der miRNA-134-5p in vivo führe zu antikonvulsiven Effekt bei Ratten 
in verschiedenen Epilepsiemodellen (KA-Modell (Jimenez-Mateos et al., 2012), 30-30-
8-PPS Modell, Pilocarpin-Modell und PTZ-Modell (Reschke et al., 2017)). MiRNA-146a-
5p war eine der ersten miRNAs, die im Zusammenhang mit mTLE identifiziert wurde, da 
eine Hochregulation in Astrozyten epileptischer Ratten sowie im Gehirn von mTLE-
Patienten gemessen wurde (Aronica et al., 2010). Später wurde eine Interaktion über 
den Interleukin(IL)-1β-Signalweg nachgewiesen (Iyer et al., 2012), welcher als pro-
exzitatorisch gilt. Außerdem wurde eine Reduktion spontaner Anfälle durch 
Hochregulation dieser miRNA vor Auslösen eines SE im intraamygdalar-KA-Modell 
nachgewiesen (Iori et al., 2017).  
Zusammenfassend wurden miRNAs bisher vorrangig über Prozesse der Neurogenese, 
Apoptose, synaptischen Struktur und Funktion und Entzündungsreaktionen in 
Verbindung mit der mTLE gebracht (Brennan und Henshall, 2016). Diese bisherigen 
Erkenntnisse verdeutlichen, dass die pleiotrope Wirkung von miRNAs ein Vorteil für die 
Entwicklung miRNA-basierter Medikamente sein kann, da ein kompletter Signalweg 
durch die Regulation einer einzelnen miRNA moduliert werden kann. Allerdings kann 
diese Eigenschaft auch von Nachteil sein, da durch das Wirken auf mehrere mRNAs 
unerwartete Nebenwirkungen bei veränderter Expression einer miRNA auftreten können 
und  Wirkmechanismen schwer vorherzusagen und teilweise kontextabhängig sind 
(Henshall et al., 2016). Eine besondere Herausforderung in der miRNA-Forschung stellt 
die zelltypspezifische Funktion und Expression von miRNAs dar (Sood et al., 2006).  
2.4.4. MiRNAs und DBS 
DBS kann die Expression von miRNAs beeinflussen. So wurde gezeigt, dass die 
Regulation 5 verschiedener miRNAs, die bei der Entwicklung von M. Parkinson auftritt, 
durch DBS des Nucleus subthalamicus umgekehrt werden kann (Soreq et al., 2013). 
Nach Stimulation der Nuclei fastigii bei zerebraler Ischämie wurde eine Regulation 





Aufgrund der beschriebenen Beteiligung von miRNAs an zahlreichen metabolischen, 
neurodegenerativen und –regenerativen, exzitatorischen und inhibitorischen Prozessen 
sowie ihrer pleiotropen Wirkung stellen miRNAs interessante Kandidaten für die 
Vermittlung der antikonvulsiven Wirkung der DBS dar. 
2.5. Ziele und Hypothesen 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese untersucht, dass die Wirkung der DBS 
auf Epileptogenese bzw. manifeste Epilepsie im Tiermodell der mTLE-HS durch eine 
DBS-induzierte Beeinflussung der hippokampalen miRNA-Expression vermittelt wird. 
Hierzu wurden folgende Ziele verfolgt: 
1) Etablierung eines DBS-Paradigmas, das die Epileptogenese und/oder die 
klinischen Parameter einer manifesten mTLE-HS im Tiermodell signifikant 
beeinflusst. 
2) Vergleich der hippokampalen miRNA-Expression zwischen Tieren, die mit einem 




3. Material und Methoden 
3.4. Versuchstiere 
Für die Versuche wurden männliche Sprague-Dawley Ratten (350-450 g) von Charles 




 Ableitelektroden (20 mm Länge, 0,25 mm Durchmesser; E363-1-SPC Elec, 
PlasticsOne, Roanake, VA, USA)  
 alkoholischen Desinfizienz (Kodan, Schülke & Mayr, Norderstedt, 
Deutschland) 
 Antennen (Loop Antenna, A3015C, Open Source Instruments, Inc., 
Watertown, MA, USA) 
 BNC-Kabel (div. Hersteller, z. B. Sygonix GmbH, Nürnberg, Deutschland)  
 Bohrer (Model 1471 Stereotaxic Drill, David Kopf Instruments, Tujunga, CA, 
USA) 
 Buprenorphin (Temgesic, Reckitt Benckiser, Heidelberg, Deutschland)  
 Dexpanthenol-Salbe (Bepanthen Augen- und Nasensalbe, Bayer Vital, 
Leverkusen, Deutschland)  
 Dummy (C317DC-SPC, PlasticsOne, Roanake, VA, USA) 
 Erd- und Befestigungsschrauben (3,2 mm Länge, 1 mm 
Gewindedurchmesser, Screw 0-80X1-8 1212 080 X.125, PlasticsOne, 
Roanake, VA, USA) 
 Futter (LASQC diet Rod16 bestrahlt, LAS-vendi, Soest/Westfalen, 
Deutschland)  
 Injektionskanülen (C317G-SPC Guide 23GA, PlasticsOne, Roanake, VA, 
USA) 




 Isofluran (Forene, AbbVie, Wiesbaden, Deutschland) 
 Käfigstreu (z. B. Weichholzgranulat, ZO-ONLAB GmbH, Castrop-Rauxel, 
Deutschland) 
 Kabel: bipolar, 363A-2-340-2, PlasticsOne, Roanake, VA, USA Kommutator 
(SL6C, PlasticsOne, Roanake, VA, USA) 
 Kugelkopf-Fräser (Proxxon, Föhren, Deutschland), Durchmesser 1 mm 
 Kunststoffboxen („Typ 4“, 55 x 33 x 20 cm, Ehret, Deutschland) mit 
Gitterdeckeln („Typ 4 Standard“, 55,7 x 33,2 x 0,5 cm, Ehret, Deutschland)  
 Typ-3-Käfige (Kunststoff, hauseigene Anfertigung) 
 Lötwasser (z. B. Lötwasser, 24220051, Felder GmbH Löttechnik, 
Oberhausen, Deutschland)  
 Lötzinn (z. B. Lötzinn bleifrei SN99Cu1, Stannol, Wuppertal, Deutschland)  
 Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific Fisher, 
Darmstadt, Deutschland) 
 mirVana™ miRNA Isolation Kit (Thermo Scientific Fisher, Darmstadt, 
Deutschland) 
 Nahtmaterial: resorbierbar: PGA Resorba, 4/0, DS 18 (Karl Hammacher, 
Solingen, Deutschland) 
 Nahtmaterial: nichtresorbierbar: Silkam, 3/0, DS 19 (Braun Aesculap, Rubi, 
Spanien) 
 Primer für PCR: MAPK8, AZIN, GRB2, KRAS (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, 
Deutschland) 
 Schraubsockel (MS363 Pedestal 2298 6 Pin, PlasticsOne, Roanake, VA, 
USA) 
 Silberdraht (AG-5W, Science Products, Hofheim, Deutschland) 
 Skintunneler (Skin Tunneling Needle 4,8 x 3,2 mm, Hugo Sachs Elektronik, 
March-Hugstetten, Deutschland)  
 Steckkabel (363A-2-343-2, PlasticsOne, Roanake, VA, USA)  
 Stecksockel (E363-0 Socket Contact Skewed, PlasticsOne, Roanake, VA, 
USA) 




 Transmitter (A3028R-okFB, Open Source Instruments, Inc., Watertown, MA, 
USA) 
 stereotaktische Arme (David Kopf Instruments) 
 stereotaktischen Rahmen (David Kopf Instruments)  
 Stimulationselektroden: Edelstahlelektroden (25 mm Länge, 0,125 mm 
Durchmesser, Isolierungs-schichtdicke 0.005 mm; E363-3-SPC, 
PlasticsOne, Roanake, VA, USA) 
 Transmitter (A3028R-FB, Open Source Instruments, Inc., Watertown, MA, 
USA) 
 Verso-cDNA-synthese Kit (Thermo scientific Fisher, Darmstadt, 
Deutschland) 
 Wärmematte (ThermoLux Wärmeunterlage 463265, Witte + Sutor GmbH, 
Murrhardt, Deutschland) 
 Wasser (pH 3,0 bis 3,5)  
 Wattestäbchen (Dirk Rossmann GmbH, Burgwedel, Deutschland)  
 Zahnzement (Paladur, Heraeus Kulzer GmbH, Hanau, Deutschland)  





 A/D-Wandler (AD Instruments, Oxford, UK) 
 Aufzeichnungsrechner (iMac, Apple) 
 Cytoscape  
 Datenempfänger (Octal Data Receiver, A3027, Open Source Instruments, 
Watertown, MA, USA) 
 Differenz-Verstärker (Model 440 Instrumentation Amplifier, Brownlee 
Precision/Neurophase, Santa Clara, CA, USA)  
 Geneamp PCR System 2400 (Thermo scientific Fisher, Darmstadt, 
Deutschland) 




 Netzwerkinterface (LWDAQ Driver with Ethernet Inter-face, A2071E, Open 
Source Instruments, Watertown, MA, USA) 
 PowerLab/4SP, (AD Instruments, Oxford, UK) 
 Stimulusgenerator (Grass S88, Grass Telefactor/Grass Instruments, West 
Warwick, RI, USA) 
 Stimulusisolator (Model SIU5, Grass Instruments, West Warwick, RI, USA)  
 Stimulusisolator und Verstärker (Modell P55C, Grass Instruments, West 
Warwick, RI, USA) 
 Software Scope (AD Instruments, Oxford, UK) 
 Verdampfer (Rockmart GA, USA) 
 
3.4. Methoden 
3.4.1. Elektroden- und Transmitterimplantation 
Für die Implantation der Elektroden wurden die Ratten zunächst gewogen und dann 
mittels Isofluran-Inhalationsnarkose anästhesiert. Als Analgetikum wurde Buprenorphin 
subkutan verabreicht (0,167mg/kg). Die Narkoseeinleitung wurde mit 5 % Isofluran 
durchgeführt. Die Narkose während der Operation wurde mit 2 bis 3 % Isofluran 
aufrechterhalten. Als erstes wurde die Ratte an der linken Flanke und auf dem Kopf 
rasiert. Um zu verhindern, dass die Ratte während der Operation auskühlt, wurde sie auf 
einem Wärmekissen platziert. Nach Erreichen eines schmerzfreien Zustandes, was 
anhand des Zwischenzehtests überprüft wurde, wurde die Ratte in einen 
stereotaktischen Rahmen eingespannt. Dafür wurden die Schneidezähne in einem 
Zahnbügel eingehängt und der Kopf wurde durch Einbringen zweier Ohrenstifte in den 
Gehörgang am Schädel fixiert und mittig ausgerichtet. Anschließend wurde die 
Schädelkalotte freigelegt, indem zunächst die Kopfhaut leicht angehoben wurde und mit 
einer Schere ein ovales Stück der Kopfhaut entfernt wurde. Dann wurde das freiliegende 
Periost entfernt und die Ränder wurden mit 4 Halsted-Klemmen fixiert, sodass Bregma 
und Lambda gut sichtbar waren. Mit einem Bohrer mit Diamant-besetztem Kugelkopf-
Fräser mit 1 mm Durchmesser, eingespannt in einen stereotaktischen Arm, wurden unter 
Schonung der Dura die für die Elektroden und 4 Haltschrauben vorgesehenen Löcher in 
die Schädelkalotte gebohrt. Zwei Löcher für Haltschrauben wurden je leicht lateral 
zwischen Ableit- und Stimulationselektrode gesetzt, eine weitere wurde rostral der 
rostralen Koronarnaht links der Mittelnaht und eine weitere Schraube links der Mittelnaht, 




rostral zu Lambda vorgesehen. Die Koordinaten für die Elektroden sind in Tabelle 3 
aufgeführt. Die Löcher für die Stimulationselektroden wurden von Hand auf die etwa 1,5-
fache Breite vergrößert. War das Versuchstier für eine DBS der FF oder VHC 
vorgesehen, wurden zwei zusätzliche Löcher an den dafür vorgesehenen Koordinaten 
gebohrt. Für die DG-Stimulation wurden anstelle der Ableitelektroden 
Stimulationselektroden implantiert. Die Ableitung erfolgte in diesem Fall von einer 
2,2 mm weiter kaudal gelegenen Lokalisation des DG.  
Tabelle 3: Koordinaten der Elektrodenpositionen für die PPS, Ableitung aus dem DG und 
DBS der Stimulationsziele. 




[mm zur Mittelnaht] 
DV 
[mm von Hirnoberfläche] 
DG 
(Ableitung/Stimulation) 
-3 mm von Bregma +/- 2  ~4,5  
DG (Ableitung) -5,2 mm +/- 3  ~4,5  
PP (Stimulation) unmittelbar rostral  
von Lambda 
+/-4,5  ~3,5  
FF (Stimulation) -1,6 mm von Bregma +/-0,8  ~4,9  
VHC (Stimulation) -1,5 mm von Bregma +0,15  ~4,2  
  
  
Abbildung 1 Ratte während der Elektrodenimplantation  
A Aufsicht auf den Rattenschädel während der Operation. Bohrlöcher für die 
Implantation von FF-Stimulationselektroden (rostral), DG-Ableitelektroden (dahinter) und 
PP-Stimulationselektroden (kaudal) sind vorbereitet. Vier Halteschrauben wurden 
eingedreht, eine davon ist mit dem blauen Erdungskabel des Transmitters verbunden. 
Bei dem roten Kabel handelt es sich um das Ableitkabel des Transmitters, welches 
später mit einer der Ableitelektroden verbunden wird. B Seitenaufsicht der Ratte 
während der Implantation der FF-Stimulationselektroden. Die Ableitelektroden sowie 
PP-Stimulationselektroden sind bereits implantiert. Während der Implantation erfolgt 
eine Ableitung evozierter Potentiale vom DG.  




Anschließend wurde für die Transmitter-Implantation mit einem Skalpell ein Hautschnitt 
von etwa 5 cm Länge etwa 2 cm links der Wirbelsäule gesetzt und mit einer stumpfen 
Klemme wurde eine Hauttasche zwischen Brustkorb und Oberschenkel präpariert, 
sodass für den Transmitter ausreichend Platz in ventrale Richtung und zusätzlich Platz 
für die Transmitterantenne in dorsale Richtung vorhanden war. Dann wurde der 
Transmitter in die Tasche gelegt, und mit einem Skintunnler wurde ein Kanal ausgehend 
von der Hautöffnung am Kopf, links der Wirbelsäule bis zum Hautschnitt in der Flanke 
bereitet. Das Erdungs- und Ableitkabel des Transmitters wurde in den Skintunnler 
geschoben und dieser wurde zurück Richtung der Hautöffnung am Kopf gezogen, 
sodass die Kabel durch den Kanal vom Transmitter bis zum Kopf unter der Haut verlegt 
waren, wo sie zunächst mit einer Bulldogklemme fixiert wurden. Anschließend wurde die 
Tasche an der Flanke zunächst mit resorbierbarem Faden subkutan und dann mit nicht-
resorbierbarem Faden die Kutis vernäht. Dann wurde die Erdschraube des Transmitters 
in das Loch links zwischen Stimulations- und Ableitelektrode gedreht, sodass sich der 
Schraubkopf noch zu etwa 0,5 – 1 mm über der Schädelkalotte befand. Anschließend 
wurden drei weiteren Halteschrauben ebenso in die Kalotte gedreht. Um die vordere 
Halteschraube wurde ein Silberdraht mit angelötetem Pin gedreht, der als Erde für die 
kabelgebundene Ableitung während der Stimulation diente. Das freie Ende des 
Silberdrahts wurde rostral unter die Haut geschoben.  
Um die Stimulationselektroden im PP zu platzieren, wurden diese zunächst in die 
stereotaktischen Arme eingespannt und senkrecht über den Bohrlöchern platziert. Ein 
Stimulusgenerator wurde über einen Stimulusisolator mit den Stimulationselektroden 
verbunden und die Ableitelektrode wurde über ein Steckkabel mit einem Differenz-
Verstärker verbunden. Der linke Ohrbalken wurde mit einer Krokodilklemme mit dem 
Verstärker verbunden, was als Erdung diente. Die Eingangssignale wurden 10-fach 
verstärkt. Die Darstellung der Impulse erfolgte nach Analog-Digital-Umwandlung durch 
die Software Scope an einem Computer. 
Die Ableitelektroden wurden auf Höhe der dafür vorgesehenen Bohrlöcher über dem DG 
platziert. Alle 4 Elektroden wurden zunächst 2 mm abgesenkt. Anschließen wurden die 
Elektroden anhand der evozierten Potentiale, wie unter Punkt 3.4.2. beschrieben, 
ausgerichtet. Da meist im Laufe der Adjustierung der Elektroden ein vorübergehender 
refraktärer Zustand erreicht wurde, in dem keine Reizweiterleitung mehr gemessen 
werden konnte, wurde die Stimulation an diesem Zeitpunkt für etwa 3 Minuten 
unterbrochen, um anschließend wieder evozierte Potentiale ableiten zu können. 
Anschließend wurden die Elektroden mit Zahnzement am Schädel befestigt. Im Falle 
weiterer zu implantierender Elektroden im Bereich der FF oder der VHC wurde der 




Schädel vorsichtig von kaudal bis zu den Ableitelektroden mit Zahnzement bedeckt, 
sodass der rostrale Bereich frei blieb. Als nächstes wurden die Elektroden für die DBS 
senkrecht über die dafür vorgesehen Löchern platziert und soweit abgesenkt, wie in 
Tabelle 3 als DV angegeben. Dort wurden 5 Doppelpulse mit 10 V und 0,5 Hz auf die 
Stimulationselektrode geleitet. Die evozierten Potentiale wurden am DG abgeleitet. 
Konnte kein evoziertes Potential abgeleitet werden, wurde die Elektrode erneut 
ausgerichtet und die Aufzeichnung des Potentials wiederholt. Anschließend wurden die 
Elektroden mit Zahnzement befestigt und so gebogen, dass sie möglichst wenig Platz 
einnahmen. Die Elektroden-Pins wurden in ein Pedestal gesteckt, und die Positionen für 
die einzelnen Elektroden wurden für die späteren Stimulationen notiert. Im Falle einer 
später geplanten FF/DG/VHC-DBS wurden 2 Pedestals verwendet. In das rostrale 
Pedestal wurden die PP-Stimulationselektroden sowie die DG-Ableitelektroden und die 
Erdung gesteckt, in das kaudale Pedestal wurden die Stimulationselektroden für die DBS 
gesteckt. Dann wurden die Pedestals mittels Zahnzement so befestigt, dass alle 
Elektroden bedeckt waren.  
3.4.2. Evozierte Potentiale 
Zur Evaluierung der Elektodenposition im Gehirn wurden während der Implantation 
evozierte Potentiale (EP) im DG abgleitet. Für die Implantation der 
Stimulationselektroden in den PP wurden Stimulations- und Ableitelektroden zunächst 
2 mm abgesenkt. Dabei wurde mit einer Frequenz von 0,5 Hz und einer Spannung von 
20 V stimuliert. Anschließend wurden die Stimulations- und Ableitelektroden sukzessive 
in ventrale Richtung abgesenkt und die Morphologie der EP visuell beurteilt.  
Die PPS führt zur Ausbildung von EPSP in den distalen Dendriten der Körnerzellen. Da 
hierbei Kationen nach intrazellulär gelangen, entsteht ein negatives extrazelluläres 
Feldpotential. Die Kationen treten im Bereich des Somas und des Axons wieder aus der 
Körnerzelle aus. Bei Absenkung der Ableitelektrode findet man daher eine 
Phasenumkehr des Feldpotentials. Die Elektrode wurde in einer Tiefe fixiert, bei der das 
Feldpotential maximal positiv war (meist ca. 4,0- 4,5 mm).  
Bei korrekter Platzierung der Stimulationselektrode werden die Fasern des PP so stark 
depolarisiert, dass die EPSP in den Körnerzellen des DG überschwellig werden und 
zahlreiche Körnerzellen fast gleichzeitig Aktionspotentiale (AP) generieren. Deren 
extrazelluläres Feldpotential ist im Bereich der Somata der Körnerzellen negativ, da dort 
Kationen nach intrazellulär fließen. Das Feldpotential des Summenaktionspotentials 
(SAP) tritt naturgemäß erst kurz nach dem Feldpotential der EPSP auf, die die 
Summation der EPSP Voraussetzung für die Entstehung der AP ist. Andereseits ist das 




Feldpotential der SAP von kürzerer Dauer als das Feldpotentials der EPSP. Daher 
überlagern sich die Potentiale in charakteristischer Form (Abb. 2). Die Ableitung dieser 
EP-Morphologie ermöglichte es, bereits intraoperativ Sicherheit über die korrekten 
Elektrodenlagen (PP, Körnerzell-Somata des DG) zu gewinnen. Hierdurch konnte 
vermieden werden, Tiere nach monatelangem Video-EEG-Monitoring nachträglich 
wegen fehlerhafter Elektrodenpositonen auszuschließend. Ratten, bei denen das 
Feldpotential des SAP nicht mindestens eine Amplitude von 2 mV erreichte, wurden von 
der Auswertung ausgeschlossen. Dieser empirische Wert wurde der Literatur 
entnommen (Matzen, 2006). 
  
 
Abbildung 2 Beispiel für ein evoziertes Potential abgeleitet aus der Körnerschicht des 
DG während Stimulation des PP mit 20 V (Doppelpulse mit 40 ms Pulsabstand und 
Pulsdauer von 0,1 ms). Das Signal wurde für die Darstellung 10fach verstärkt. 
Evozierte Potentiale durch Stimulation der FF und VHC wurden zunächst in 
Vorversuchen evaluiert. Hierfür wurden die Elektroden nach Koordinaten aus dem 
stereotaktischen Atlas des Rattenhirns (Paxinos & Watson, 1998) platziert. Dann wurde 
ein gemitteltes Signal über 5 Doppelpulse mit 0,5 Hz und 10 V aufgenommen. Nach 
Befestigung der Elektroden wurde die Position der Elektrodenspitzen markiert, indem 5-
mal eine Spannung von 50 V mit „direct current“ angelegt wurde. Die Ratte wurde 
anschließend, wie unter 3.4.6 beschrieben, mit PFA perfundiert. Durch Anfertigen von 
100 μm dicken Schnitten am Kryotom konnte durch optische Kontrolle die 
Elektrodenposition überprüft werden. Die Koordinaten wurden optimiert, bis die 
Elektrode die angestrebte Position hatte, und dann für die weiteren Operationen 




verwendet. Die EP, welche bei der Stimulation während dieser Operation abgeleitet 
wurde, diente als Referenz für die weiteren Implantationen. 
3.4.3. Kontinuierliches Video-EEG Monitoring 
Mittels eines Differenzverstärkers, der das Signal der Ableitelektrode von dem der 
Erdung subtrahiert, können kleine Änderungen der extrazellulären Feldpotentiale 
gemessen werden. Diese Änderungen wurden kontinuierlich aufgezeichnet. Zusätzlich 
wurde ein Teil der Ratten durchgehend gefilmt. Die Videos wurden zur Analyse 
herangezogen, wenn das EEG-Signal keine eindeutige Anfallserkennung zuließ, 
beispielweise zur Unterscheidung zwischen Anfällen und Putzartefakten. Die Analyse 
der EEG-Signale ist unter 3.4.7 beschrieben.  
3.4.4. Tractus Perforans Stimulation 
Nach einer 7-tägigen Erholungsphase im Anschluss an die Operation wurde der PP der 
Ratten an zwei aufeinanderfolgenden Tagen für je 30 min elektrisch stimuliert. Am dritten 
Tag wurde eine 8 h-PPS durchgeführt. Dafür wurden die Ratten über einen drehbaren 
Kommutator mit dem Stimulator verbunden, sodass sich die Ratte während der 
Stimulation frei bewegen konnte. Die Stimulation erfolgte im Käfig der Ratte. Eine 
kontinuierliche Stimulation wurde mit 20 V starken Doppelpulsen mit einer Frequenz von 
2 Hz appliziert. Zusätzlich wurde pro Minute ein 10 s „Train“ mit Einzelpulsen von 20 V 
und einer Frequenz von 20 Hz appliziert. Das Stimulationsparadigma ist in (Norwood et 
al., 2010) beschrieben. 
 
 
Abbildung 3 Stimulationsparadigma der PPS mit kontinuiertlichen 2 Hz Doppelpulsen 
von 20 V und zusätzlichen 10-sekündigen 20 Hz Einzelpuls-Trains (grafische 
Darstellung nicht maßstabsgerecht). 




3.4.5. Langzeitstimulation (DBS) 
Für die Langzeit-Stimulation wurden die Ratten, wie auch für die PPS, über einen 
drehbaren Kommutator mit einem Stimulationskabel an den Stimulator angeschlossen. 
Anschließend wurde für eine beziehungsweise zwei Wochen eine Stimulation mit den 
folgenden Parametern durchgeführt: 
HF: 130 Hz, 0,1 V; Einzelpulse, 0,1 ms 
LF: 5 Hz und 2 V oder 1 Hz und 1 V; Einzelpulse, 0,1 ms 
Die Stimulationsparadigmen wurden durch Vergleiche verschiedener verwendeter 
Paradigmen in der aktuellen Literatur erarbeitet, welche in der Einleitung unter Absatz 
2.1.7 beschrieben sind. Da in klinischen Studien oft ein konstanter Strom anstelle einer 
konstanten Spannung verwendet wird, wurden die angegebenen Stromstärken mittels 
des Ohmschen Gesetzes unter Annahme eines spezifischen Widerstandes des 
Hirngewebes von 5 Ωm (Klimovskaia et al., 1985) auf die anzulegende Spannung 
umgerechnet. In der Literatur finden sich als LFS-Paradigmen häufig Angaben von 5 Hz 
und 200-500 µA. Für die HFS wird meist eine Frequenz von 130 Hz mit einer Stromstärke 
von 100-500 µA verwendet (z. B. Kile et al., 2010; Van Nieuwenhuyse et al., 2015; 
Wyckhuys et al., 2010). 200 µA entsprechen bei einem Elektrodenabstand von 1 mm 
und einem Widerstand von 5 Ωm einer Spannung von 1 V, 500 µA entsprechen 2,5 V.  
Das Stimulationsparadigma für die VHC-DBS ist abweichend von denen für die anderen 
Ziele, da diese Methode eine direkte Replikation aus der Studie von Rashid et al. (2012) 
darstellt. In dieser und einer weiteren Publikation mit einem ähnlichen 
Stimulationsparadigma (Kile et al., 2010) wurde eine verminderte Anfallsfrequenz durch 
14-tägige VHC-DBS in zwei Epilepsie-Modellen nachgewiesen.  






Abbildung 4 Ratte während der DBS über ein bissfestes Kabel, welches über einen 
drehbaren Kommutator im Käfigdeckel mit dem Stimulator verbunden ist. Die Ratte kann 
sich während der Langezeitstimulation frei in ihrem Käfig bewegen. 
3.4.6. Transaortale Perfusion 
Für die transaortale Perfusion wurde den Ratten zusätzlich zu einer Isoflurannarkose 
intraperitoneal Xylazin (15 mg/kg Körpergewicht; Narkose) und Ketamin (100 mg/kg 
Körpergewicht; Analgesie) injiziert. Dann wurde der Brustkorb geöffnet. Die 
Perfusionsnadel wurde durch den linken Ventrikel in die Aorta eingeführt und mit einer 
Klemme fixiert. Dann wurde das rechte Atrium geöffnet, wodurch das Blut und die 
Perfusionslösung austreten konnten.  
Für eine spätere miRNA-Sequenzierung wurden die Ratten für etwa 5 min mit 0,9 %iger 
eiskalter NaCl-Lösung perfundiert, bis die austretende Flüssigkeit weitestgehend klar 
was. Das Gehirn wurde entnommen, und die Hippokampi wurden bei -80 °C gelagert. 
Für die histopathologische Begutachtung wurde bei anderen Tieren nach etwa 3 min 
NaCl-Perfusion eine Perfusonsfixation mit 4%igem PFA (Paraformaldehyd) in PBS für 
7 min durchgeführt. Anschließend wurde das Gehirn entnommen und in PFA/PBS bei 
4 °C aufbewahrt. 





Das EEG-Signal wurde kontinuierlich aufgezeichnet und täglich auf Anfallsmuster, sowie 
andere epileptogene Signale wie Sharp waves und Spikes untersucht. Sharp waves sind 
Depolarisationen mit einer Dauer von 80-200 ms. Als Spikes bezeichnet man 
Depolarisationen mit einer Dauer von 40 bis 80 ms. Als Anfall wurden rhythmische, 
hochfrequente EEG-Muster mit einer Evolution in Amplitude, Frequenz und/oder 
Morphologie gewertet, die eine Dauer von 10 Sekunden nicht unterschreiten. Anzahl und 
Zeitpunkt der Anfälle wurde notiert und im Zweifelsfall von einem zweiten Begutachter 
sowie durch Analyse der Videoaufnahmen verifiziert. 
3.4.8. MikroRNA „high-throughput-sequencing“ 
Die miRNA-Sequenzierung erfolgte im Rahmen des EpimiRNA-Verbundprojektes durch 
Mitarbeiter des iNANO-Institutes, Universität Aarhus, Dänemark. Der jeweils rechte 
Hippokampus wurde auf Trockeneis zur Analyse an das iNANO-Zentrum gesendet.  
Dort wurde die High-throughput-Sequenzierung durchgeführt. Dafür wurde der gefrorene 
Hippokampus zunächst mit 200 μl Immunoprecipitation Puffer (300mM NaCl, 5mM 
MgCl2, 0,1% NP-40, 50mM Tris-HCl pH7.5, enthält außerdem RNAse- und Protease-
Inhibitoren) homogenisiert. Durch Zentrifugieren (16.000 g, 15 min 4°C) wurde das 
Proteinlysat vorgereinigt (Entfernen von Zellkern und Membran). Dann wurde mittels 
Bradford-Assay die Proteinkonzentration bestimmt und 400 μg wurden mittels 
Magnetbeads gereinigt. Dazu wurde das Lysat 1 h bei 4 °C auf einem Rotator inkubiert. 
Anschließend wurden die Beads durch Zentrifugation (13.000 g, 5 min, 4°C) und 
Abnahme des Überstandes entfernt. Dann wurde eine Argonaute2-Immunfällung (Ago2-
IP) mit spezifischen Ago2-Antikörpern durchgeführt. Die Antikörper, welche an 
Magnetbeads gebunden sind, wurden zu dem Lysat gegeben und 12 h bei 4°C inkubiert. 
Anschließen wurde das Lysat gereinigt und die Magnetbeads mit den gebundenen Ago2-
RNA Fragmente wurden in die RNA-Isolation eingesetzt. Dazu wurden die Beads in 200 
μl Trizol gelöst. 100 μl Chloroform wurde zugegeben, 3 min inkubiert und dann 
zentrifugiert (13.000 rpm, 15 min, 4°C). Die obere, klare Phase wurde abgenommen und 
mit 225 μl Isopropanol und 1 μl Glycogen über Nacht inkubiert. Nach einer weiteren 
Zentrifugation (13.000 rpm, 15 min) wurde der Überstand verworfen, das Pellet wurde 
mit 400 μl Ethanol gewaschen und dann in 12 μl Wasser gelöst.  
Diese Methode ermöglicht es, RNA zu isolieren, die an das Ago2 Protein, welches 
Bestandteil des miRISC ist, gebunden sind. Dadurch werden nur inhibitions-kompetente 
miRNAs isoliert.  




5 μl der extrahierten RNA wurden zur Herstellung der RNA-Bibliothek eingesetzt. Dafür 
wurde das „Small RNA Sample Preperation Kit“ (Illumina) verwendet. Dabei werden 
zunächst 3‘Adapter für die spätere Reverse-Transkriptions Polymerase-Kettenreaktion 
(RT-PCR) an die RNA Stränge angehängt. Im nächsten Schritt werden Adapter an das 
5’ Ende der RNA ligiert. Anschließend wird die RT-PCR durchgeführt und die 
entstandene cDNA wird mittels Gelelektrophorese gereinigt. Größe und Reinheit der 
cDNA-Bibliothek wurde mit dem „2100 Bioanalyzer High sensitivity DNA Chip“ überprüft. 
Die cDNA-Konzentration wurde mit dem „KAPA Library Quantification Kit“ überprüft.  
Die cDNA-Bibliotheken wurden dann an die Firma Exicon (München) gesendet und dort 
mittels „High-throughput-sequencing“ mit der „Illumina“ Technologie gemessen. Diese 
basiert auf der „Sequencing by synthesis“ Methode, die jedes Nukleotid bei Angliederung 
an das Template an einem abgesonderten spezifischen Fluoreszenz-Signal erkennt und 
so feststellt, wie häufig eine bestimmte Sequenz in der Probe vorhanden ist. Eine 
ausführliche Beschreibung der Technologie ist unter 
https://www.illumina.com/content/dam/illumina-
marketing/documents/products/illumina_sequencing_introduction.pdf zu finden. 
3.4.9.  RNA-Isolation 
Zur Analyse der Regulation potentieller Ziel-mRNAs der miRNA-433-3p wurde zunächst 
RNA aus den linken Hippokampi der 6 Ratten isoliert, deren rechte Hippokampi für die 
Sequenzierung der späten Zeitpunkte (97 Tage nach PPS) genutzt wurden. Die RNA 
Isolation wurde mit dem mirVana™ miRNA Isolation Kit durchgeführt. Zunächst wurde 
das Gewebe mit einem Homogenisator in Lysis/Binding Buffer lysiert. Dann wurde 1/10 
des Volumens an miRNA Homogenate Additiv dazu gegeben und das Lysat wurde für 
10 min homogenisiert. Dann wurde eine Phenol/Chloroform Mischung dazu gegeben 
und die Proben wurden für 10 min bei 13.000 rpm zentrifugiert, wodurch drei Phasen 
entstanden. Bei der unteren Phase handelt es sich um eine organische 
Chloroformphase, die die Proteine enthält. Die Interphase enthält die DNA und die obere, 
wässrige Phase enthält die RNA. Diese wurde abpipettiert und die RNA wurde mittels 
Ethanol (EtOH, 100 %) gefällt und mittels Zentrifugation an einen Glassfiberfilter 
gebunden. Anschließend wurde die RNA mit verschiedenen Waschpuffern gereinigt und 
dann in Elution-Solution gelöst.  
Die RNA-Konzentration wurde am NanoDrop bei einer Wellenlänge von 260 nm 
gemessen. Nukleinsäuren haben ihr Absorptionsmaximum bei 260 nm. Da Proteine eine 
maximale Absorption bei 280 nm haben, kann der Grad der Reinheit anhand des 




260/280 nm Verhältnisses bestimmt werden. Ein Wert zwischen 1,8 und 2,1 indiziert 
reine RNA.  
3.4.10. Reverse Transkription 
Für die Reverse Transkription der RNA wurde das verso-cDNA-Synthesis Kit 
verwendet.  
Der Reaktionsansatz setzte sich wie folg zusammen: 
5x Synthesis Buffer 4 μl 
Deoxyribonucleotidetriphosphate 
(dNTPs) 
2 μl  (5mM; dATP, dCTP, dGTP, dTTP)  
Random Hexamers  0.7 μl (400 ng/μl)  
Anchored OligodT  1.2 μl (500 ng/μl)  
RT Enhancer 1 μl 
Verso™ Enzyme Mix  1 μl 
RNA-Template 800 ng 
Water ad 20 μl 
 
Reaktionsablauf: 
Phase Dauer Temperatur 
cDNA-Synthese 30 min 42 °C 
RT-Enhancer Inaktivierung 2 min 95 °C 
 
3.4.11. Quantitative real-time PCR  
Die quantitative real-time PCR (qPCR) wurde mit dem SYBR Green Master Mix 
durchgeführt. SYBR Green ist ein Farbstoff, der sich in doppelsträngige DNA einlagert 
und dabei fluoresziert. Die Fluoreszenz kann gemessen werden und als Maß für die 
Menge an Transkript genutzt werden. Neben dem Farbstoff enthält der SYBR Green 
Master Mix eine DNA-Polymerase, Desoxynukleosidtriphosphate (NTPs), einen 
passiven Referenzfarbstoff und verschiedene Pufferkomponenten. Der Reaktionsansatz 
setzte sich wie folgt zusammen: 
cDNA-Template 1 μl 
FastStart SYBR green Master Mix 5 μl 




Primer fw (10 µM)  1 μl 
Primer rv (10 µM) 1 μl 
H2O 2 μl 
Als Referenzgen für die qPCR wurde LADH (Lactat Dehydrogenase) verwendet. LDHA 
wurde kürzlich (Sadangi et al., 2017) als stabiles Referenzgen für qPCR-Analysen in 
dem verwendeten Modell empfohlen.  












Fw: 5’- ATTTGGAGGAGCGAACTAAG-3’ 
Rv: 5’-ATTGACAGACGGC-GAAGA-3’ 
LADH                                                                                                                                                                                                   
Fw: 5’-CAAGGTCATCCATGACAACTTTG-3’  
Rv: 5’-GGGCCATCCACAGTCTTCTG-3’                                                       
                                                                           Die qPCR wurde in einem Step One Plus 
Gerät von Applied Biosystems durchgeführt. Die Auswertung erfolgte mit der ΔΔCT-
Methode. Der CT(„cycle threshold“)-Wert gibt den Amplifikationszykus an, in welchem 
ein festgelegter Grenzwert überschritten wird. Zunächst wird die Differenz zwischen dem 
CT-Wert des gemessenen Ziels und einer endogenen Kontrolle gebildet (ΔCT). Dann 
wird die Differenz der ΔCT zu dem mittleren ΔCT der Kontrollratten bestimmt (ΔΔCT). 
Dieser Wert wird in die folgende Gleichung eingesetzt um die Expressionsveränderung 
gegenüber der Kontrolle zu bestimmen:  
𝐸𝑥𝑝𝑟𝑒𝑠𝑠𝑖𝑜𝑛
𝐸𝑥𝑝𝑟𝑒𝑠𝑠𝑖𝑜𝑛 (𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑒)    
      
= 2−ΔΔCT 





7 Tage nach der beschriebenen Operation wurde bei allen Ratten die PPS nach dem 
30-30-8 Modell durchgeführt. Hierbei erfolgt eine bilaterale elektrische Stimulation des 
PP für jeweils 30 min an Tag 1 und Tag 2 sowie für 8 h an Tag 3. Der Tag nach der 
letzten (8 h) Stimulation wurde für die EEG Analyse als „Tag 1“ bezeichnet.  
Die Ratten, bei denen der Effekt der DBS auf die Epileptogenese gemessen werden 
sollte, wurden ab Tag 1 für 7 Tage (bzw. für 14 Tage im Falle der VHC) stimuliert. Nach 
Abschluss der DBS wurde die Ratte für weitere 83 Tage abgeleitet und dann zur 
Gewebeentnahme perfundiert.  
 
Abbildung 5 Zeitverlauf des ersten Versuchsteils zur Evaluierung der antiepileptogenen 
Wirkung der DBS einen Tag nach 8 stündiger PPS. PP: Tractus Perforans, DG: Gyrus 
Dentatus, FF: Fimbria-Fornix-Formation, VHC: ventrale hippokampale Kommissur  
Die Ratten, bei denen der Effekt einer DBS auf eine bereits manifestierte Epilepsie 
getestet werden sollte, wurden ab 1 bis 3 Tage nach Auftreten des ersten Anfalls für 
7 Tage (FF/PP/DG-Stimulation) oder für 14 Tage (VHC-DBS) stimuliert. Auch diese 
Ratten wurden nach Ende der Stimulation für 83 weitere Tage abgeleitet und 
anschließend für die Gewebeentnahme perfunidert.  
Um eine Gruppengröße festzulegen, wurde eine Fallzahlberechnung anhand der in 
Norwood et al. (2010) validierten Daten durchgeführt. Dabei wurde von einer mittleren 
Latenzperiode von 21,5 ± 3,7 Tagen ausgegangen. Eine Verlängerung der 
Epileptogenese um 5 Tage wurde als klinisch relevant angesehen. Mit α=0,05 und einer 
Power von β=0,8 ergab ein zweiseitiger t-Test eine Gruppengröße von n=6. Für die 
Fallzahlberechnung für die Validierung des Effekts auf die Anfallsfrequenz wurden von 
4 ± 2 Anfällen/Woche und einer relevanten Reduktion der Anfallsfrequenz von 4/Woche 




auf 1/Woche ausgegangen. Mit α=0,05 und einer Power von β=0,8 ergab ein zweiseitiger 
t-Test eine Gruppengröße von n=5. 
 
Abbildung 6 Zeitverlauf des zweiten Versuchsteils zur Evaluierung der 
krankheitsmodifizierenden Wirkung der DBS einen bis drei Tage nach dem ersten 
spontanen Anfall. PP: Tractus Perforans, DG: Gyrus Dentatus, FF: Fimbria-Fornix-
Formation, VHC: ventrale hippokampale Kommissur 
Da die VHC-DBS während der Epileptogenese als wirksamstes Paradigma identifiziert 
wurde, wurden je 3 Hippokampi der VHC-DBSsgruppe aus dem ersten Versuchsteil und 
der VHC-Kontrollgruppe für die Sequenzierung verwendet. Um den Effekt der DBS auf 
die miRNA-Expression untersuchen zu können ohne einen Einfluss von Langzeitfolgen 
auftretender Anfälle oder pathologischer Prozesse zu berücksichtigen, wurden 2 weitere 
Gruppen operiert. Diese wurden mit dem effektivsten Stimulationsparadigma (1 V, VHC, 
direkt nach PPS) stimuliert und dann unmittelbar nach der DBS zur Gewebeentnahme 
perfundiert. Dafür wurden 12 Ratten mit VHC-DBS-Elektroden operiert, die 14 Tage nach 
der PPS perfundiert wurden. Von diesen 12 erhielten 6 eine 14-tägige DBS der VHC. 
Die übrigen 6 bilden eine Kontrollgruppe, welche ausschließlich die 30-30-8-PPS, aber 
keine DBS erhielt. Bei diesen Ratten wurde keine EEG-Ableitung vorgenommen.  





Abbildung 7 Zeitverlauf des Versuchs zur Generierung der Hippokampi für die 
Evaluierung des direkten Effekts der VHC-DBS mit 1 Hz und 1 V auf die miRNA-
Expression mittels miRNA-Sequenzierung.  
Vier zusätzliche Ratten wurden verwendet um zu überprüfen, ob Ratten ohne PPS 
aufgrund der Elektrodenimplantation per se spontane Anfälle entwickeln, da beobachtet 
wurde, dass Ratten nach der Operation akut symptomatische Anfälle entwickeln können. 





















Tabelle 4: Übersicht der Versuchsgruppen und der jeweiligen Behandlungen. 
 




Für die Sequenzierung wurden je 3 Ratten der Gruppe 10 und 22 und 6 Ratten der 
Gruppen 11 und 23 verwendet. Außerdem wurden je 3 Ratten der Gruppe 25, die trotz 
PPS keine spontanen Anfälle hatten, sequenziert. Zwei dieser Ratten hatten akut 
symptomatische Anfälle nach der Elektrodenimplantation und nach der PPS. Von der 
Gruppe 24 (ohne PPS) wurden ebenfalls 3 Hippokampi sequenziert, diese erhielten 
keine PPS und hatten trotzdem akut symptomatische Anfälle, jedoch keine spontanen 
Anfälle. 
Zusätzlich zu den hier beschriebenen Versuchen werden Daten aus einem vorherigen 
Versuch mit demselben Tiermodell als Vergleichswerte herangezogen (EpimiRNA-
Projekt, unveröffentlichte Daten). Dabei wurde das PPS Paradigma angewandt, die 
Ratten wurden zu verschiedenen Zeitpunkten perfundiert. Die Hippokampi wurden 
hinsichtlich der miRNA-Expression sequenziert. Die gemessenen „reads per million“ 
(RPM) sind Log2 transformiert. Dadurch bedeutet eine Zunahme um eine Einheit im 
Boxplot einen Verdopplung beziehungsweise eine Verkleinerung um eine Einheit eine 
Halbierung der gemessenen RPM. Die Ratten wurden zu folgenden Zeitpunkten 
perfundiert: 1 h/1 d/3 d/10 d/16 d nach der PPS und 1 d/1 Monat nach dem ersten Anfall. 
Als Kontrollgruppe dienen unstimulierte Ratten mit implantierten PP-
Stimulationselektroden, die 17 Tage nach Elektrodenimplantation perfundiert wurden.  
3.6. Auswertung und Statistik 
3.6.1. Statistik 
Um den antiepileptogenen Effekt der verschiedenen Stimulations-Paradigmen zu 
evaluieren, wurde die Latenzperiode der Gruppen verglichen. Dabei wurden als 
Kontrollgruppe jeweils alle Ratten mit gleicher Behandlung, also gleicher Lokalisation 
implantierter Elektroden verwendet. Beispielsweise wurde die Latenzperiode von 
Gruppe 1 mit den Latenzperioden der Ratten aus Gruppe 12 und 13 sowie denen aus 
Gruppe 21 verglichen. Da die Ratten aus den Gruppen 12 bis 19 erst nach Auftreten des 
ersten Anfalls die DBS erhielten, konnten diese als Kontrollgruppe verwendet werden. 
Um den krankheitsmodifizierenden Effekt durch DBS nach Auftreten des ersten Anfalls 
zu evaluieren, wurde die Anfallsfrequenz nach der DBS zwischen den Gruppen 
verglichen. Dafür wurden Kontrollratten operiert, die entweder ausschließlich PP-
Stimulationselektroden implantiert hatten (Gruppe 20 als Kontrolle für Gruppe 15 und 
16), zusätzlich FF-Stimulationselektroden implantiert hatten (Gruppe 21 als 
Vergleichsgruppe für Gruppe 12 und 13) oder zusätzlich VHC-DBS-Elektroden 
implantiert hatten (Gruppe 22 als Kontrolle für Gruppe 19). Als Kontrollgruppe für die 
DG-Stimulation wurden Ratten die nur PP-Stimulationselektroden implantiert hatten 




verwendet (Gruppe 20). Dadurch wurden Ratten für eine weitere Kontrollgruppe 
eingespart, da angenommen wurde, dass es bei der Implantation von DG-
Stimulationselektroden nicht zu einer zusätzlichen Läsion im Bereich des Papez-Kreises 
kommt. 
Für den Vergleich der Anfallsfrequenzen wurden nur Ratten ausgewertet, die 
mindestens 30 Tage nach der DBS abgeleitet wurden um einen Scheineffekt durch 
steigende Anfallsfrequenzen bei langer Ableitperiode zu vermeiden. Für die Latenz 
wurden ebenfalls nur Ratten in der Auswertung berücksichtigt, die mindestens 30 Tage 
abgeleitet wurden. Endete die Ableitperiode nach über 30 Tagen aber vor dem ersten 
Anfall wurde der letzte Tag der Ableitperiode als Ende der Latenzperiode angenommen. 
So wurde vom schlecht möglichsten Outcome für die Behandlungsgruppen 
ausgegangen um falsch-positive Ergebnisse zu vermeiden. Zusätzlich zum 
krankheitsmodifizierenden Effekt wurde der antikonvulsive Effekt der 
Stimulationsparadigmen anhand der Anfallsfrequenz während der DBS untersucht. 
Dafür wurden die gleichen Kontrollgruppen verwendet, wie für die Untersuchung des 
krankheitsmodifizierenden Effekts.  
Da aufgrund der geringen Gruppengröße keine Normalverteilung innerhalb der Gruppen 
angenommen werden konnte, erfolgte die statistische Auswertung mittels des nicht-
parametrische Mann-Whitney-U Tests. Eine Anpassung für multiples Testen wurde nicht 
durchgeführt.  
Um zu untersuchen, ob das Auftreten akut symptomatischer Anfälle nach der 
Elektrodenimplantation oder nach der PPS einen Einfluss auf die Latenzperiode hat, 
wurden alle Kontrollratten in zwei Kategorien unterteilt: Ratten mit akut symptomatischen 
Anfällen nach der Operation und/oder nach der PPS; Ratten ohne akut symptomatische 
Anfälle. Für die Untersuchung der Korrelation von Anfallsfrequenz und dem Auftreten 
akut symptomatischer Anfälle, wurden nur Kontrollratten ausgewertet, da durch 
unterschiedliche Stimulations-Paradigmen der Behandlungsgruppe ein Effekt nicht 
eindeutig zu validieren wäre. Außerdem wurde getestet, ob das Auftreten akut 
symptomatischer Anfälle mit der Anzahl und Position implantierter Elektroden korreliert.  
Die Auswertung der miRNA-Sequenzierung erfolgte mit dem Statistik-Programm „R“ 
mittels speziell für diesen Zweck erstellter Skripte, bereitgestellt von Dr. M. Venø 
(Universität Aarhus, iNANO). Die gemittelte Anzahl der Amplifikate einer miRNA wurden 
zunächst RPM normalisiert. Die Zahl gibt also an, in wie vielen der durchgeführten 
„reads“ diese miRNA gezählt wurde: counted reads/reads in total*1.000.000. Vergleiche 
zwischen den Gruppen wurden mittels one-way-ANOVA (Analysis of Variance) 




durchgeführt und mit dem Benjamin-Hochberg-Test für multiples Testen angepasst. 
Daraus ergibt sich die „False Discovery Rate“ (FDR). Als signifikant reguliert wurden alle 
miRNAs betrachtet, die eine FDR von unter 0,05 hatten also innerhalb eines 
Konfidenzintervals von 95 % lagen. Die Darstellung erfolgte als Box-Whisker-Plots. Die 
Kästen zeigen jeweils den Median und die Quartile sowie Minimum und Maximum.  
Die signifikant regulierten miRNAs wurden zunächst per Clusteranalyse anhand der 
Euklidischen Distanz in Gruppen ähnlicher Expressionsmuster eingeteilt. Dafür wurde 
die „Ward-Methode“ genutzt. Die Expression der Gruppen wurde dafür normalisiert, 
sodass im Mittel immer eine Expression von 0 gegeben war. Es handelt sich bei der 
Einteilung um eine p-Wert-unabhängige Methode.  
Zusätzlich wurde eine Hauptkomponentenanalyse (Principle component analysis; PCA) 
erstellt. Dabei werden die gemessenen Daten artifiziell vereinfacht und zweidimensional 
anhand von Annährungen an 2 Linearkombinationen dargestellt. 
3.6.2. miRNA-Target-Analyse 
Um mögliche Mechanismen der VHC-DBS zu analysieren, wurde eine Target-Analyse 
für die als relavant angesehenen miRNAs durchgeführt. Dafür wurden die miRNAs-
Sequenzen zwischen den Spezies Ratte, Mensch und Maus verglichen. Die rno-let-7a-
1-3p hat kein Equivalent mit der gleichen Sequenz im Menschen. Die hsa-let-7a-3p 
unterscheidet sich von dieser allerdings nur durch eine Base. Deshalb wurde diese 
miRNA als Equivalent für die rno-let-7a-1-3p in die Analyse eingeschlossen.  
Die regulierten miRNAs wurden hinsichtlich möglicher Ziele und beeinflusster 
Signalwege analysiert. Die Listen möglichen „miRNA-target-interactions“ (MTIs) wurden 
mit Hilfe der Datenbank des Royal College of Surgeons Ireland in Dublin erstellt, welche 
validierte MTIs der Datenbanken „miRTarBase“ (http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/), 
„TarBase V7“ (Vlachos et al., 2015) und „miRecords“ 
(http://c1.accurascience.com/miRecords/) sowie vorhergesagte MTIs von „TargetScan“ 
(http://www.targetscan.org/vert_72/) und „miRDB“ (www.miRDwB.org) enthält. Anhand 
dieser Datenbank wurden verschiedene Werte zur Einstufung der Wahrscheinlichkeit 
einer Interaktion einer miRNA und einer mRNA erstellt: 
1. Pscore = gibt die vorhergesagte MTI an (kombiniert von TargetScan und 
mirDB) 
2. EvType = stark (=qPCR, Western Blot oder Reportergen-Assay, definiert auf 
miRTarBase) 
3. Cnt =  Anzahl der Publikationen assoziiert mit einem validierten MTI 




4. V_score = gibt die validierte MTI an (0 = 0 Publikationen, 0.5 =1 Publikation, 1 = 
2 Publikationen; 1.5 = 3 oder mehr Publikationen) 
5. F_score = Pscore + V_score 
Dr. Niamh Connolly aus der Arbeitsgruppe „Centre for Systems Medicine“ unter der 
Leitung von Prof. Jochen Prehn erstellte MTI-Tabellen und Graphiken mittels der 
Cytoscape Software. Dafür wurden zunächst alle mRNAs abgebildet, die einen rno_ und 
hsa_Pscore von >0,55 beziehungsweise 0,45 oder 0,5 haben. Es wurden 
unterschiedliche Grenzwerte für die Graphiken benutzt, da nur eine begrenzte Anzahl 
an MTI dargestellt werden kann, und da abhängig von den analysierten miRNAs 
unterschiedlich viele MTI den ausgewählten Kriterien entsprachen. Für die dargestellten 
mRNAs wurden anschließend auch MTI mit anderen der analysierten miRNAs mit einem 
PScore >0,1 abgebildet. Die Stärke der Verbindungslinien korreliert dabei mit dem 
kalkulierten Pscore, wodurch MTI mit einem hohen Pscore hervorgehoben werden. Die 
Farbe der Verbindungslinien indiziert die Spezies, in der die Interaktion vorhergesagt 
wurde. Die zusätzlichen Kriterien (2-4) wurden in den Graphiken nicht berücksichtigt, 
sind allerdings für die Interaktionen der untersuchten mRNAs mit der miRNA-433-3p in 
Tabelle 7 angegeben.  
Außerdem wurde eine Signalweganalyse mit der DIANA Tool-Software erstellt. Dabei 
wurde der microT-CDS Algorithmus verwendet, welcher neben der 3’UTR die 
kodierenden Sequenzen (CDS) der mRNAs in die Suche sogenannter miRNA-
recognition-elements (MREs) einbezieht, da die CDS als zusätzliche Ziele von miRNAs 
ausgemacht wurden (Guo et al., 2015). Neben der Komplementärität der Sequenzen 
werden Parameter wie die Konservation einer Sequenz und die freie Energie der 
miRNA:MRE Interaktion in die Analyse berücksichtigt (Riffo-Campos et al., 2016).  Die 
Signalweganalyse wurde mit einer p-Wert Grenze von 0,01 und einem MicroT-Grenzwert 
von 0,8 durchgeführt. Ein MicroT-Grenzwert von 0,8 ergibt eine durchschnittliche 





4.1. Anzahl der verwendeten Ratten 
 
Die Aufteilung der insgesamt 162 operierten Tiere auf die Gruppen mit verschiedenen 
Stimulationsparadigmen ist in Abbildung 8 dargestellt.  
 
 
Abbildung 8 Anzahl der verwendeten Tiere für die Versuchsgruppen. 
Die Stimulation der VHC für eine Woche während der Epileptogenese führte bei den 
ersten Ratten (n=1 mit 1 Hz und 5 Hz, n=2 mit 130 Hz) zu kurzen Latenzen (VHC 5 Hz: 
13 d; VHC 1 Hz: 25 d, VHC, 130 Hz: 22,5 d). Nach der VHC-Stimulation während der 
manifesten Epilepsie mit 1 Hz trat eine hohe Anfallsfrequenz auf (0,39/d). Deshalb 
wurden für die VHC-DBS nur mit dem 2-wöchige Stimulationsparadigma mit 1 Hz und 1 






4.2. Evozierte Potentiale  
Während der Operation zur Evaluierung der korrekten Elektrodenposition wurden 
evozierte Potentiale aus dem DG abgeleitet. Sowohl durch Stimulation der FF (Abbildung 
9 A) als auch der VHC (Abbildung 10 A) wurden 3teile Potentiale evoziert. Diese dienten 
als Referenzen während der Operationen der Versuchstiere. Der erste positive „Peak“ 
hatte eine Latenz von etwa 2,5 ms.    
 
  
Abbildung 9 Evozierte Potentiale bei FF-Stimulation  
A Evoziertes Potential während der Operation zur Evaluierung der korrekten 
Elektrodenposition für die FF-Stimulation abgeleitet aus dem DG. Dieses Potential 
diente als Referenz für weitere Implantationen von FF-Stimulationselektroden. 
B Evoziertes Potential einer der Versuchsratten während der Stimulation der FF bei 
Elektrodenimplantation abgeleitet aus dem DG. 
 
 
Abbildung 10 Evozierte Potentiale während VHC-DBS  
A Evoziertes Potential während der Operation zur Evaluierung der korrekten 
Elektrodenposition für die VHC-DBS abgeleitet aus dem DG. Dieses Potential diente als 
Referenz für weitere Implantationen von VHC-DBS-Elektroden. B Evoziertes Potential 
einer Ratte aus der Versuchsgruppe während der Stimulation der VHC bei 





4.3. EEG-Muster  
Anhand der EEG-Analyse konnten physiologische Aktivitäten (Abbildung 11) von 
pathologischen Muster wie Anfällen (Abbildung 12), Polyspikes (Abbildung 13) und 
Sharp Waves (Abbildung 14) sowie von Artefakten (Abbildung 15) unterschieden 
werden.  
 
Abbildung 11 Beispiel für physiologische Theta-Aktivität dargestellt mittels EDF-Browser. 










A Das Fenster zeigt einen 1 Minute und 40 Sekunden-Abschnitt und eine Amplitude von 
12.000 μV. Der Anfall ist farblich hinterlegt. B Das Fenster zeigt einen 10-Sekunden-




Abbildung 13 Beispiel für Polyspikes dargestellt mittels EDF-Browser. 
Das Fenster zeigt einen 10-Sekunden-Abschnitt und eine Amplitude von 12.000 μV.  
 





Das Fenster zeigt einen 10-Sekunden-Abschnitt und eine Amplitude von 2.400 μV.  
 
Abbildung 15 Beispiel für Putzartefakte dargestellt mittels EDF-Browser.  
Das Fenster zeigt einen 10-Sekunden-Abschnitt und eine Amplitude von 4.800 μV.  
 
4.4. Effekt der DBS auf das Auftreten spontaner Anfälle 
4.4.1. Latenzperiode nach DBS während der Epileptogenese 
Die Dauer der Latenzperioden unterschied sich nicht signifikant zwischen den 
Kontrollgruppen (Gruppe 20, 21 und 22). Die kontinuierliche VHC-DBS mit 1 Hz und 1 V 
für zwei Wochen während der Epileptogenesephase verlängerte die Latenzperiode 
signifikant von 19±11 (Gruppe 22) auf 56±23 Tage (Gruppe 10) (p=0,004). Alle weiteren 
untersuchten Stimulationsparadigmen führten nicht zu einer signifikanten Veränderung 






Abbildung 16 Latenzperioden nach Applikation verschiedener DBS-Paradigmen.             
* p=0,004. 
Die Stimulation der FF mit 5 Hz während der Epileptogenese (Gruppe 1) führte bei 3 von 
6 Ratten zu einer sehr langen Latenzperiode von ≥30 Tagen, allerdings zeigten die 
übrigen 3 Tiere eine besonders kurze Latenzperiode von ≤20 Tagen, so dass kein 
signifikanter Gruppeneffekt resultierte.  
Die Anfallsfrequenz nach DBS während der Epileptogenese wurde als Nebenparameter 
betrachtet. Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen Kontroll- und 
Stimulationsgruppen festgestellt. Gruppe 10 (VHC-DBS) hatte eine Anfallsfrequenz von 
0,9±1,3/d. Gruppe 22 (VHC-Kontrolle) hatte eine Anfallsfrequenz von 1±0,8/d.  
Von den drei sequenzierten Ratten der Gruppe 10 hatte eine keinen Anfall innerhalb der 
97-tägigen Ableitperiode, die anderen beiden hatten Latenzperioden von 40 und 34 
Tagen. Bei den drei sequenzierten Kontrollratten konnte bei einer wegen eines 
Transmitter-Defekts keine Latenzperiode festgestellt werden, die anderen beiden Ratten 
hatten Latenzperioden von 7 und 23 Tagen.  
 
4.4.2. Anfallsfrequenz nach DBS während manifester Epilepsie 
 






Abbildung 17 Kumulative Anfallsfrequenz während der Ableitperiode  
n=58; mE: DBS während manifester Epilepsie; EPG: DBS während der 
Epileptogenese.  
Die Anfallsfrequenzen der Gruppe 20 (PP-Kontrollgruppe; 0,35±0,30/d) und der 
Gruppe 21 (FF-Kontrollgruppe, 0,51±0,25/d) lagen im für das Tiermodell typischen 
Bereich und unterschieden sich nicht signifikant voneinander. Dagegen zeigten die Tiere 
der Gruppe 22 (VHC-Kontrolle) eine für das Modell ungewöhnlich hohe Anfallsfrequenz 
von 1,34±0,76/d; der Unterschied zur Gruppe 20 (PP-Kontrollgruppe; p=0,0422) und zur 
Gruppe 21 (VHC-Kontrollgruppe, p=0,02424) sowie zur Gruppe 10 (VHC-DBSsgruppe, 
p=0,01587) war signifikant (Abbildung 18). Dabei lag die Anfallsfrequenz der VHC-
DBSsgruppe aber im für das Tiermodell typischen Bereich und unterschieden sich auch 
nicht signifikant von den FF- und PP-Kontrollgruppen. Die übrigen 










Woche 2 Woche 3 Woche 4 Woche 5 Woche 6 Woche 7 Woche 8 Woche 9 Woche 10
Anfälle pro Woche  (nach dem ersten Anfall) n=86
Gruppe 1 (FF 5 Hz EPG) Gruppe 2 (FF 130 Hz, EPG) Gruppe 3 (PP 5 Hz EPG)
Gruppe 4 (PP 130 Hz EPG) Gruppe 5 (DG 5 Hz EPG) Gruppe 6 (DG 130 Hz EPG)
Gruppe 10 (VHC 1 Hz 2 W EPG) Gruppe 12 (FF 5 Hz mE) Gruppe 13 (FF 130 Hz mE)
Gruppe 14 (PP 5 Hz mE) Gruppe 15 (PP 130 Hz mE) Gruppe 16 (DG 5 Hz mE)








Abbildung 18 Anfallsfrequenz nach DBS während manifester Epilepsie.  
Ein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe wurde nur im Falle der VHC-DBS 
gemessen. Dabei war die Anfallsfrequenz nach VHC-DBS nicht geringer als in den 
anderen Gruppen, sondern die VHC-Kontrollgruppe wies eine erhöhte Anfallsfrequenz 
auf. * p=0,028 
Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten akut symptomatischer Anfälle 
nach Elektrodenimplantation oder PPS und der Latenzperiode (mit akut 
symptomatischen Anfällen: 23,9±19,4 Tage; ohne akut symptomatische Anfälle: 
22,7±10,5 Tage) oder Anfallsfrequenz (mit akut symptomatischen Anfällen: 1,1±1,2/d; 
ohne akut symptomatische Anfälle: 0,7±0,5/d) bestand nicht. Das Auftreten akut 
symptomatischer Anfälle korrelierte nicht mit der Anzahl oder Position implantierter 
Elektroden.  
Die Anfallsfrequenz während der 1-2wöchigen DBS-Periode unterschied sich nicht von 






Abbildung 19 Anfallsfrequenz während der DBS.  
Es wurde kein signifikanter Unterschied der Anfallsfrequenzen während DBS zwischen 
den langzeit-stimulierten Ratten und den jeweiligen Kontrollgruppen im gleichen 
Zeitraum gemessen.  
 
4.5. MikroRNA-Regulation nach VHC-DBS 
Für die Auswertung der miRNA-Sequenzierung wurden alle miRNAs berücksichtigt, die 
mit mindestens 100 RPM detektiert wurden. 200 miRNAs wurden in den Hippokampi 
detektiert, diese sind in Tabelle 5 aufgelistet.  


















































































































































































































Die Heatmap-Analyse zeigt die 100 miRNAs, die in den sequenzierten Hippokampi am 
stärksten exprimiert waren. Dabei wurde die Probe der Ratte V14_RH_1 aufgrund 
optischer Abweichungen in der Heatmap-Analyse als Ausreißer identifiziert, weshalb 
diese Probe von den weiteren Analysen ausgeschlossen wurde (Abbildung 20).  
 
Abbildung 20 Heatmap-Analyse der 100 miRNAs, die in den sequenzierten Hippokampi 
am stärksten exprimiert waren.  
Die V14_RH_1 Probe wurde als Ausreißer identifiziert, da sich die miRNA-Expression in 
dieser Probe stark von der gemessenen Expression in allen anderen Proben 
unterschied. Abkürzungen: C14: Kontrolle, nach 14 Tagen perfundiert (Gruppe 23), C97: 
Kontrolle, nach 97 Tagen perfundiert (Gruppe 22); V14: VHC-DBS, nach 14 Tagen 
perfundiert (Gruppe 11), V97: VHC-DBS, nach 97 Tagen perfundiert (Gruppe 10), RH: 
Rechter Hippokampus.  
Die Hauptkomponentenanalyse, dargestellt in Abbildung 21 zeigt eine Clusterung der 





und ohne Anfälle; Gruppe 24 und 25) zusammen mit den frühen Proben (VHC 14 Tage 
und Kontrolle 14 Tage; Gruppe 11 und 23) von den beiden Gruppen der späten 
Zeitpunkte (VHC 97 Tage und Kontrolle 97 Tage; Gruppe 10 und 22) abgrenzen. Die 
VHC-Gruppe 97 Tage nach PPS (Gruppe 10) ist etwas näher an der Kontrollgruppe ohne 
spontane Anfälle (Gruppe 25), als die Kontrollgruppe 97 Tage nach PPS (Gruppe 22).  
 
Abbildung 21 Hauptkomponentenanalyse der miRNA-Expression der sequenzierten 
Hippokampi.  
Die Analyse zeigt eine Gruppierung der Daten der jeweiligen Gruppen. Außerdem 
clustern die Daten der späten Zeitpunkte. Die Datenpunkte der frühen Zeitpunkte 
befinden sich näher an denen der Kontrollgruppen.  











Abbildung 22 Übersicht der Verfahren zur Einteilung der gemessenen miRNAs in 
Gruppen möglicher relevanter Expressionsmuster.   
 
Die gemessenen miRNAs lassen sich anhand einer Clusteranalyse (Abbildung 23) in 
unterschiedliche Expressionsmuster unterteilen (Abbildung 24). Näher betrachtet 
wurden 5 miRNAs, die aufgrund ihrer Expressionsmusters Kandidaten für eine in vivo 
Manipulation sind. Außerdem wurden 8 miRNAs identifiziert, die direkt nach der VHC-
DBS signifikant unterschiedliche Expressionen zwischen der VHC-DBSsgruppe (Gruppe 
11) und der Kontrollgruppe (Gruppe 23) aufwiesen. Diese könnten in den akuten Effekt 






Abbildung 23 Clusteranalyse der signifikant regulierten miRNAs.  
Bei dieser Analyse erfolgt eine Einteilung der 56 signifikant regulierten (FDR≤0,05, one-
aay ANOVA; Benjamin-Hochberg-Test) miRNAs anhand ihres Expressionsmustern in 
den 6 Gruppen: Gruppe 11 (VHC 14Tage), Gruppe 10 (VHC 97 Tage), Gruppe 23 
(Kontrolle 14 Tage), Gruppe 22 (Kontrolle 97 Tage), Gruppe 25 (PPS ohne Anfälle) und 













Abbildung 24 Expressionsmuster der signifikant regulierten miRNAs.  
Die Expression der sechs Gruppen ist normalisiert, sodass im Mittel immer eine 
Expression von 0 gegeben ist. Die miRNAs, die als besonders relevant für die 
Unterdrückung der Epileptogenese mittels VHC-DBS identifiziert wurden, sind in 
Abbildung F dargestellt. Die Expression der fünf gezeigten miRNAs ist in der 
Kontrollgruppe nach 14 Tagen (Gruppe 23) verglichen mit den Gruppe 25 (Kontrolle 





97 Tagen signifikant erhöht. Bei den VHC-stimulierten Ratten (Gruppe 10 und 11) war 
keine Regulation zu messen.  
Die Abbildung 25 bis Abbildung 29 zeigen die Expression der 5 miRNAs, deren 
Expressionsmuster in Abbildung 24 O dargestellt ist. Diese waren in der Kontrollgruppe 
nach 14 Tagen (Gruppe 23) leicht hochreguliert und nach 97 Tagen (Gruppe 22) stark 
hochreguliert und zeigten in den VHC-Gruppen nach 14 (Gruppe 11) und 97 Tagen 
(Gruppe 10) sowie in den zusätzlichen Kontrollgruppen (Gruppe 24 und 25) keine 
Regulation. Abbildung 25 B bis Abbildung 29 B zeigt die Expression der gleichen 
miRNAs im selben Tiermodell während und nach der Epileptogenese (EpimiRNA-
Projekt, unveröffentlichte Daten).  
MiRNA-129-5p zeigte eine signifikant höhere Expression in der Gruppe 22 (VHC-
Kontrolle 97 Tagen nach PPS) verglichen mit der Expression in Gruppe 23 (VHC-
Kontrolle 14 Tagen nach PPS; Abbildung 25 A). Die Expressionswerte während und 
nach der Epileptogenese ohne DBS im selben Tiermodell bestätigen diese Regulation. 
Hier wurde eine Hochregulation der miRNA-129-5p im Vergleich zu den Kontrollgruppen 
gemessen, welche am stärksten 1 h nach PPS und einen Monat nach dem ersten 




Abbildung 25 Expression der miRNA-129-5p  
A Expression der miRNA-129-5p nach VHC-DBS. MiRNA-129-5p war in der Gruppe 22 
(VHC-Kontrolle, 97d) verglichen mit der Gruppe 23 (VHC-Kontrolle, 14 Tage nach PPS) 
signifikant hochreguliert (p=0,00008). Zwischen den VHC-DBSsgruppen (Gruppe 10 und 
11) bestand keine signifikante Regulation. Es war außerdem ein signifikanter 
Unterschied zwischen VHC-DBS (Gruppe 10) und VHC-Kontrollgruppe (Gruppe 22) 97 
Tage nach PPS zu messen (p=0,0003). B Expression der miRNA-129-5p während der 
Epileptogenese und bei manifester Epilepsie. Es bestand eine Hochregulation der 





(p=0,00085) und 24 h (p=0,002) nach der PPS und einen Monat (p=0,001) nach dem 
ersten Anfall signifikant.  
  
Abbildung 26 Expression der miRNA-397-3p  
A Expression der miRNA-379-3p nach VHC-DBS. Die miRNA-379-3p war signifikant 
hochreguliert zwischen Gruppe 22 (VHC-Kontrolle 97 Tage nach der PPS) verglichen 
mit Gruppe 23 (VHC-Kontrolle 14 Tage nach PPS; p=0,00002). Zwischen den VHC-
DBSsgruppen (Gruppe 10 und 11) bestand keine signifikante Regulation. Der 
Unterschied zwischen der VHC-DBSsgruppe (Gruppe 10) und der VHC-Kontrollgruppe 
(Gruppe 22) nach 97 Tagen war ebenfalls signifikant (p= 0,00334). B Expression der 
miRNA-379-3p während der Epileptogenese und bei manifester Epilepsie. Die miRNA-
379-3p war 1 h nach PPS leicht herunterreguliert. Es wurde keine signifikante Regulation 
gemessen.   
MiRNA-379-3p war in der Kontrollgruppe nach 97 Tagen (Gruppe 22) verglichen mit der 
Kontrollgruppe nach 14 Tagen (Gruppe 23) signifikant hochreguliert (Abbildung 26 A), 







Abbildung 27 Expression der miRNA-433-3p  
A Expression der miRNA-433-3p nach VHC-DBS. Die miRNA-433-3p war signifikant 
hochreguliert zwischen Gruppe 22 (VHC-Kontrolle 97 Tage nach der PPS) verglichen 
mit Gruppe 23 (VHC-Kontrolle 14 Tage nach PPS; p=0,003). Zwischen den VHC-
DBSsgruppen (Gruppe 10 und 11) bestand keine signifikante Regulation. Es bestand 
ein signifikanter Unterschied zwischen VHC-DBS (Gruppe 10) und VHC-Kontrollgruppe 
(Gruppe 22) 97 Tage nach PPS (p=0,0011) B Expression der miRNA-433-3p während 
der Epileptogenese und bei manifester Epilepsie. Die miRNA-433-3p war während der 
Epileptogenese hochreguliert. 24 Stunden nach dem ersten Anfall ist die Expression 
etwa auf Kontrolllevel und 1 Monat nach dem ersten Anfall ist die Expression stark erhöht 
(p= 0,003).   
miRNA-433-3p zeigte ebenfalls eine Hochregulation nach 97 Tagen nur in der 
Kontrollgruppe (Gruppe 23 gegen Gruppe 22) und nicht zwischen den VHC-DBS-
Gruppen (Gruppe 10 und 11; A). Die Hochregulation der miRNA-433-3p war auch einen 
Monat nach dem ersten Anfall messbar. Auch während der Epileptogenese war die 
miRNA-433-3p hochreguliert (Abbildung 27 B).  
Die miRNA-431 zeigt ebenfalls ein ähnliches Expressions-Muster nach VHC-DBS 
(Abbildung 28 A). Außerdem wurde eine Hochregulation besonders in der früher Phase 
der Epileptogenese und einen Monat nach dem ersten Anfall gemessen (Abbildung 




Abbildung 28 Expression der miRNA-431 
A Expression der miRNA-431 nach VHC-DBS. Die miRNA-431 war signifikant 
hochreguliert zwischen Gruppe 22 (VHC-Kontrolle 97 Tage nach der PPS) verglichen 
mit Gruppe 23 (VHC-Kontrolle 14 Tage nach PPS; p=0,006). Zwischen den VHC-
DBSsgruppen (Gruppe 10 und 11) bestand keine signifikante Regulation. Der 
Unterschied zwischen der VHC-DBSsgruppe (Gruppe 10) und der VHC-Kontrollgruppe 
(Gruppe 22) nach 97 Tagen war ebenfalls signifikant (p= 0,002). B Expression der 





431ist hochreguliert in der frühen Phase der Epileptogenese. Die Regulation war 
allerdings nicht signifikant. 
MiRNA-410-3p zeigte in der Kontrollgruppe nach 97 Tagen (Gruppe 22) eine signifikante 
Hochregulation verglichen mit der Kontrollgruppe nach 14 Tagen (Gruppe 23) 
(Abbildung 29 A), allerdings wurde auch eine Herunterregulation 24 h und 1 Monat nach 




Abbildung 29 Expression der miRNA-410-3p  
A Expression der miRNA-410-3p nach VHC-DBS. Expression der miRNA-410-3p nach 
VHC-DBS. Die miRNA-410-3p war zwischen Gruppe 22 (VHC-Kontrolle 97 Tage nach 
der PPS) verglichen mit Gruppe 23 (VHC-Kontrolle 14 Tage nach PPS; p=0,003) 
signifikant hochreguliert. Zwischen den VHC-DBSsgruppen (Gruppe 10 und 11) bestand 
keine signifikante Regulation. Der Unterschied zwischen der VHC-DBSsgruppe (Gruppe 
10) und der VHC-Kontrollgruppe (Gruppe 22) nach 97 Tagen war ebenfalls signifikant 
(p= 0,006). B Expression der miRNA-410-3p während der Epileptogenese und bei 
manifester Epilepsie. Die miRNA-410-3p war 16 Tage nach PPS und 24 h (p=0,001) 






Tabelle 6: Verschiedene Expressionsmuster der signifikant regulierten miRNAs und 
relatives Ausmaß der Regulation.  
Signifikante Regulation nur 
zwischen der Gruppe 23 
(VHC-Kontrolle 14d nach PPS) 
und der Gruppe 22 (VHC-
Kontrolle 97d nach PPS) 
 
Signifikanter Unterschied zwischen 
Gruppe 11 (VHC-DBS) und der 
Gruppe 23 (VHC-Kontrolle) direkt 
nach DBS  
Signifikanter Unterschied 
zwischen der Gruppe 10 (VHC-
DBS) und der Gruppe  22 (VHC-




miRNA-187-3p -54 % 
miRNA-129-2-3p -38 % 
miRNA-3085 -37 % 
miRNA-24-3p -30 % 
miRNA-191a-5p -28 % 
miRNA-326-3p -27 % 







miRNA-485-3p 129 % 
miRNA-136-5p 122 % 
miRNA-379-3p 73 % 
miRNA-1224 72 % 
miRNA-132-3p 62 % 
miRNA-181a-1-3p 62 % 
miRNA-410-3p 59 % 
miRNA-129-5p 59 % 
miRNA-431 50 % 
Let-7d-3p 48 % 
miRNA-150-5p 46 % 
miRNA-487b-3p 34 % 
miRNA-27b-5p 32 % 
miRNA-433-3p 27 % 
miRNA-101a-3p 26 % 





3p -45 % 
rno-miRNA-24-3p -27 % 




miRNA-181a-1-3p 28 % 
let-7d-3p 27 % 
let-7e-5p 19 % 
let-7d-5p 19 % 
let-7a-1-3p 18 % 
   





miRNA-132-3p -51 % 
miRNA-431 -44 % 
miRNA-410-3p -39 % 
miRNA-129-5p -38 % 
miRNA-341 -37 % 
miRNA-369-3p -33 % 
miRNA-337-5p -31 % 
miRNA-487b-3p -30 % 
miRNA-136-5p -30 % 
miRNA-323-3p -29 % 
miRNA-433-3p -28 % 
miRNA-379-3p -28 % 
miRNA-181a-1-3p -22 % 
miRNA-431 -51 % 
miRNA-410-3p -39 % 







let-7a-5p 16 % 
let-7f-5p 14 % 
 
 
Die Abbildungen 30 bis 37 zeigen die direkt nach der VHC-DBS signifikant 
unterschiedlich exprimierten miRNAs, welche in der zweiten Spalte von Tabelle 6 
aufgeführt sind. Die Abbildung 30 B bis 37 B zeigt die Expression der gleichen miRNAs 
im selben Tiermodell während und nach der Epileptogenese (EpimiRNA-Projekt, 
unveröffentlichte Daten).  
miRNA-129-2-3p zeigte keinen Unterschied zwischen den VHC-stimulierten Ratten der 
verschiedenen Zeitpunkte (Gruppe 10 und Gruppe 11). In den Kontrollratten war die 
Expression nach 97 Tagen signifikant niedriger (Gruppe 22) als nach 14 Tagen (Gruppe 





30 A). Die Daten in Abbildung 30 B zeigen eine Hochregulation 24 h nach der PPS und 
24 h sowie 1 Monat nach dem ersten Anfall.  
  
A Expression der miRNA-129-2-3p nach VHC-DBS. Es bestand ein signifikanter 
Unterschied der Expression von miRNA-129-2-3p zwischen der Gruppe 23 (VHC-
Kontrolle 14 Tage nach PPS) und Gruppe 22 (VHC-Kontrolle 97 Tage nach PPS; 
p=0,003). Außerdem war eine signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe 23 (VHC-
Kontrolle 14 Tage nach PPS) und der Gruppe 11 (VHC-DBS, 14Tage nach PPS) 
vorhanden (p=0,0001). B Expression der miRNA-129-2-3p während der Epileptogenese 
und bei manifester Epilepsie. Die miRNA-129-2-3p war 24 h und einen Monat nach dem 
ersten Anfall hochreguliert. Der Unterschied zur Kontrollgruppe war nicht signifikant.  
miRNA-24-3p war ebenfalls in den VHC-stimulierten Ratten direkt nach der DBS 
(Gruppe 11) signifikant niedriger exprimiert als in den Kontrollratten (Gruppe 23). Die 
Expression in den Kontrollratten war nach 97 Tagen (Gruppe 22) signifikant niedriger als 
nach 14 Tagen (Gruppe 23) und niedriger als in den VHC-stimulierten Ratten zu diesem 
Zeitpunkt (Gruppe 10). In Abbildung 31 B ist eine Hochregulation der miRNA-24-3p 24 







Abbildung 30 Expression der miRNA-24-3p  
A Expression der miRNA-24-3p nach VHC-DBS. Es bestand ein signifikanten 
Unterschied der Expression von miRNA-24-3p zwischen der Gruppe 23 (VHC-Kontrolle 
14 Tage nach PPS) und der Gruppe 11 (VHC-DBS, 14Tage nach PPS; p=0,002). 
Außerdem war ein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe 23 (VHC-Kontrolle 14 
Tage nach PPS) und Gruppe 22 (VHC-Kontrolle 97 Tage nach PPS; p=0,0027). B 
Expression der miRNA-24-3p während der Epileptogenese und bei manifester Epilepsie. 
Die miRNA-24-3p war 24 Stunden (p=0,0006) und einen Monat (p=0,04) nach dem 
ersten Anfall hochreguliert.  
Let-7b-5p war ebenfalls nach der VHC-DBS (Gruppe 11) signifikant niedriger exprimiert 
als in den Kontroll-Hippokampi (Gruppe 23). Nach 97 Tagen war die Expression in den 
Kontroll-Hippokampi (Gruppe 22) signifikant niedriger als in den VHC-stimulierten Ratten 
(Gruppe 10). Die Daten aus Abbildung 32 B zeigen eine herunterregulierte Expression 
im Verlaufe der Epileptogenese und 24 h nach dem ersten Anfall. 
 
 





A Expression der let-7b-5p nach VHC-DBS. Es bestand ein signifikanter Unterschied der 
Expression von let-7b-5p zwischen der Gruppe 23 (VHC-Kontrolle 14 Tage nach PPS) 
und der Gruppe 11 (VHC-DBS, 14Tage nach PPS; p=0,02). Außerdem war ein 
signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe 11 (VHC-DBS, 14 Tage nach PPS) und 
der Gruppe 10 (VHC-DBS, 97 Tage nach PPS) vorhanden (p=0,01). B Expression der 
let-7b-5p während der Epileptogenese und bei manifester Epilepsie. Die let-7b-5p war 1 
und 24 Stunden nach PPS sowie 1 Monat nach dem ersten Anfall hochreguliert. 
Außerdem wurde eine Herunterregulation der let-7b-5p 16 Tage nach PPS gemessen. 
Die Unterschiede zur Kontrollgruppe waren nicht signifikant. 
miRNA-181a-1-3p war nach 14 Tagen in den VHC-stimulierten Ratten (Gruppe 11) 
signifikant höher exprimiert als in den Kontrollratten (Gruppe 23). Nach 97 Tagen war 
die Expression in den VHC-stimulierten Ratten (Gruppe 10) unverändert und in den 
Kontrollratten (Gruppe 22) erhöht und damit höher als die der VHC-stimulierten Ratten 
(Gruppe 10) Abbildung 33 A). Abbildung 33 B zeigt eine verringerte Expression 16 Tage 
nach PPS und 24 h sowie 1 Monat nach dem ersten Anfall. Die Expression in den 
zusätzlichen Kontrollgruppen (Gruppe 24 und 25), besonders in den Ratten, die trotz 
PPS keine spontanen Anfälle hatten, war deutlich höher als in allen anderen Gruppen.  
  
Abbildung 32 Expression der miRNA-181a-1-3p  
A Expression der miRNA-181a-1-3p nach VHC-DBS. Die Abbildung zeigt einen 
signifikanten Unterschied der Expression von miRNA-181a-1-3p zwischen der Gruppe 
23 (VHC-Kontrolle 14 Tage nach PPS) und der Gruppe 11 (VHC-DBS, 14 Tage nach 
PPS; p= 0,01). Außerdem war ein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe 23 
(VHC-Kontrolle 14 Tage nach PPS) und Gruppe 22 (VHC-Kontrolle 97 Tage nach PPS) 
zu messen (p=0,00006). Nach 97 Tagen bestand ebenfalls ein signifikanter Unterschied 
zwischen der Kontrollgruppe und der VHC Gruppe (Gruppe 10 gegen Gruppe 22; 
p=0,019435). B Expression der miRNA-181a-1-3p während der Epileptogenese 
und bei manifester Epilepsie. Die miRNA-181a-1-3p war 16 Tage nach PPS (p= 
0,005) und 24 h (p= 0,00000002) sowie einen Monat (p= 0,0004) nach dem ersten Anfall 
herunterreguliert.  
Let-7d-3p war ebenfalls direkt nach der VHC-DBS signifikant stärker exprimiert (Gruppe 





Expression in beiden Gruppen (Gruppe 10 und 22) erhöht und etwa gleich stark 
(Abbildung 34 A). Abbildung 34 B zeigt eine Hochregulation 24 h und 1 Monat nach dem 
ersten Anfall. Auch in den zusätzlichen Kontrollgruppen, die keine PPS erhalten hatten 
(Gruppe 24) oder trotz PPS keine spontanen Anfälle entwickelten (Gruppe 25), war die 
Expression erhöht. 
  
Abbildung 33 Expression der let-7d-3p  
A Expression der let-7d-3p nach VHC-DBS. Es bestand ein signifikanten Unterschied 
der Expression von let-7d-3p zwischen der Gruppe 23 (VHC-Kontrolle 14 Tage nach 
PPS) und der Gruppe 11 (VHC-DBS, 14Tage nach PPS; p=0,01). Außerdem war ein 
signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe 23 (VHC-Kontrolle, 14 Tage nach PPS) 
und der Gruppe 22 (VHC-Kontrolle, 97 Tage nach PPS) vorhanden (p= 0,0002). B 
Expression der let-7d-3p während der Epileptogenese und bei manifester Epilepsie. Die 
let-7d-3p war 24 h nach dem ersten Anfall signifikant hochreguliert (p=0,007).  
Let-7e-5p war ebenfalls direkt nach der VHC-DBS (Gruppe 11) höher exprimiert als in 
der Kontrollgruppe (Gruppe 23). Nach 97 Tagen war die Expression in den VHC-
stimulierten Ratten (Gruppe 10) höher als nach 14 Tagen (Gruppe 11), ebenso war die 
Expression in der Kontrollgruppe nach 97 Tagen (Gruppe 22) höher als nach 14 Tagen 
(Gruppe 23), jedoch niedriger als bei den VHC-stimulierten Ratten (Gruppe 10 Abbildung 
35 A). Die Daten während der Epileptogenese zeigen eine etwas niedrigere Expression 
nach der PPS, die 24 h nach dem ersten Anfall etwa auf Kontrolllevel anstieg und 1 







Abbildung 34 Expression der let-7e-5p  
A Expression der let-7e-5p nach VHC-DBS. Es bestand ein signifikanter Unterschied der 
Expression von let-7e-5p zwischen der Gruppe 23 (VHC-Kontrolle, 14 Tage nach PPS) 
und der Gruppe 22 (VHC-Kontrolle, 97 Tage nach PPS; p=0,03). Außerdem war eine 
signifikanter Unterschied zwischen der Gruppen 23 (VHC-Kontrolle, 14 Tage nach PPS) 
und der Gruppe 22 (VHC-Kontrolle, 97Tage nach PPS; p=0,0004) sowie zwischen der 
Gruppe 11 (VHC-DBS, 14 Tage nach PPS) und der Gruppe 10 (VHC-DBS, 97 Tage 
nach PPS; p=0,001) vorhanden. B Expression der miRNA-129-2-3p während der 
Epileptogenese und bei manifester Epilepsie. Die let-7e-5p war in der 
Epileptogenesephase leichte herunterreguliert. Es waren allerdings keine signifikanten 
Unterschiede zur Kontrollgruppe vorhanden. 
Let-7d-5p war direkt nach der VHC-DBS signifikant höher exprimiert als in der 
Kontrollgruppe und nach 97 Tagen in der Kontrollgruppe etwa auf dem gleichen Level 
exprimiert wie nach 14 Tagen. Die Expression in der VHC-DBS-Gruppe war nach 
97 Tagen nur leicht höher als in der Kontrollgruppe. Während der frühen Epileptogenese 
war die Expression etwas höher als in der Kontrollgruppe, nach 16 Tagen hatte die 








Abbildung 35 Expression der let-7d-5p  
A Expression der let-7d-5p nach VHC-DBS. Es bestand ein signifikanten Unterschied 
der Expression von let-7d-5p zwischen der Gruppe 23 (VHC-Kontrolle, 14 Tage nach 
PPS) und der Gruppe 22 (VHC-Kontrolle, 97 Tage nach PPS; p= 0,0003). Außerdem 
war eine signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe 11 (VHC-DBS, 14 Tage nach 
PPS) und der Gruppe 10 (VHC-DBS, 97 Tage nach PPS) vorhanden (p= 0,02). B 
Expression der let-7d-5p während der Epileptogenese und bei manifester Epilepsie. Es 
wurde eine geringe Hochregulation der let-7d-5p 1 und 24 h nach PPS und eine 
Herunterregulation 16 Tage nach PPS gemessen. Ein signifikanter Unterschied zur 
Kontrollgruppe wurde nicht gemessen.   
Let-7a-1-3p war ebenfalls nach 14 Tagen in der VHC-DBSsgruppe höher exprimiert als 
in der Kontrollgruppe. Nach 97 Tagen war die Expression in beiden Gruppen 
angestiegen und in der VHC-Gruppe etwas höher als in der Kontrollgruppe. Während 
der Epileptogenese und in der chronischen Epilepsiephase zeigte sich eine erhöhte 









A Expression der let-7a-1-3p nach VHC-DBS. Es bestand ein signifikanter Unterschied 
der Expression von let-7a-1-3p zwischen der Gruppe 23 (VHC-Kontrolle, 14 Tage nach 
PPS) und der Gruppe 22 (VHC-Kontrolle, 97 Tage nach PPS; p=0,04). Außerdem war 
ein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe 11 (VHC-DBS, 14 Tage nach PPS) 
und der Gruppe 10 (VHC-DBS, 97 Tage nach PPS; p= 0,002) sowie zwischen den 
Gruppen 23 (VHC-Kontrolle, 14 Tage nach PPS) und 22 (VHC-Kontrolle, 97 Tage nach 
PPS; p=0,0004) vorhanden. B Expression der let-7a-1-3p während der Epileptogenese 
und bei manifester Epilepsie. Es wurde eine geringe Hochregulation der let-7a-1-3p zu 
verschiedenen Zeitpunkten nach der PPS gemessen, ein signifikanter Unterschied zur 
Kontrollgruppe wurde nicht gemessen.   
4.6. MikroRNA-Target-Interaktion 
Die MTIs der miRNAs, die als relevant für die beschriebenen Fragestellungen identifiziert 
wurden, sind in den Abbildung 38, 39 und 40 dargestellt. Dazu gehören solche, die direkt 
nach der VHC-DBS signifikant reguliert waren (Abbildung 38 und Abbildung 40) und 
daher einen direkten Effekt der VHC-DBS darstellen können, und solche die nach der 
Epileptogenese reguliert waren, und in der VHC-stimulierten Gruppe keine Regulation 


















Abbildung 37 MTI mit einem hsa_Pscore und rno_Pscore von >0,55 für die Interaktion 
mit  mindestens einer der 5 miRNAs, die als relevant für den Effekt der VHC-DBS auf 
die Epileptogenese befunden wurden. Die Farbe der Verbindungslinien gibt an in 
welcher Spezies die Vorhersage gegeben ist. Die Farbe der Kreise gibt an ob es sich 
um einen Transkriptionsfaktor handelt (rot) oder nicht (schwarz). 
Die Ziel-Analyse der 5 miRNAs, deren Hochregulation durch VHC-DBS unterdrückt 
wurde Abbildung 24 O), ist in Abbildung 37 dargestellt. Die Abbildung zeigt die in der 





>0,55 haben. Für diese Ziele sind weitere Interaktionen dargestellt, welche einen Pscore 
von >0,1 haben, wobei die Stärke der Linien mit dem PScore korreliert. Es sind 457 
Interaktionen dargestellt. Die Farbe der Linien gibt an, in welcher Spezies die Interaktion 
vorhergesagt wurde. 
 
Abbildung 38  MTI mit einem hsa_Pscore und rno_Pscore von >0,45 für die Interaktion 
mit mindestens einer der 3 miRNAs, die direkt nach der VHC-DBS signifikant 






Abbildung 39 MTI mit einem hsa_Pscore und rno_Pscore von >0,5 für die Interaktion mit 
mindestens einer der 5 miRNAs, die direkt nach der VHC-DBS signifikant hochreguliert 
waren. 
Abbildung 39 zeigt die vorhergesagten Interaktionen der drei direkt nach der VHC-DBS 
signifikant herunterregulierten miRNAs. Es sind 285 MTI dargestellt, die die Kriterien, 
welche im Absatz 3.6.2 beschrieben sind erfüllen. Abbildung 40 zeigt die Interaktionen 
der fünf zum gleichen Zeitpunkt hochregulierten miRNAs. Es sind 506 Interaktionen 
dargestellt. Die miRNA-181a-1-3p hat keine Interaktionen mit einem hsa_ und 
rno_Pscore von >0,5 und ist deshalb nicht dargestellt.  
 
4.7. Validierung potentieller Targets der miRNA-433-3p 
Es gab keine Targets der miRNA-433-3p deren Interaktion mit starker Evidenz in Ratten 
validiert wurde. Sieben mRNAs sind eine Interaktion mit miRNA-433-3p im Menschen 
mit starker Evidenz nachgewiesen worden (Amato et al., 2013; Gotanda et al., 2013; Kim 
et al., 2013; Li et al., 2013b; Lin et al., 2013; Luo et al., 2009; Wang et al., 2008, 2015). 
Davon hatte eine einen positiven Pscore, also eine Vorhersage aufgrund von Sequenz-
Komplementarität in Ratten. Diese mRNAs ist die des growth factor receptor bound 2 
(GRB2). Antizyme inhibitor 1 (AZIN1) hatte ebenfalls einen positiven Pscore in Ratten 
und außerdem eine starke Evidenz für eine Interaktion nachgewiesen in Mäusen. 
Außerdem hat miRNA-433-3p ein Ziel mit starker Evidenz, welches ebenfalls einen 
evidenzbasierten MTI für die Interaktion mit miRNA-487b-3p hat. Die miRNA-487b-3p 





Clusteranalyse nicht gezeigt, da sie einen FDR von >0,05 in der ANOVA hat. Dieses 
Ziel-Gen ist das Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS). Die mRNA mit 
dem höchsten kombinierten Pscore (2,37) für miRNA-433-3p, also mit der größten 
Wahrscheinlichkeit einer Interaktion ermittelt anhand von vorhersagenden Datenbanken, 
war MAPK8. Die Interaktions-Scores der MIT der 4 untersuchten mRNAs mit der miRNA-
433-3p sind in Tabelle 7 dargestellt.  
Tabelle 7: MIT-Analyse der Interaktionen von miRNA-433-3p und den 4 untersuchten 
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- - 1 - - 0,5 - - 1,29 0,79 0,79 
Die Validierung der potentiellen Targets von miRNA-433-3p zeigte eine Hochregulation 
von GRB2, AZIN1, MAPK8 und KRAS in den VHC-stimulierten Ratten verglichen mit 
den Kontrollratten, die keine DBS erhalten hatten und eine höhere miRNA-433-3p 






Abbildung 40 qPCR-Analyse von 4 potentiellen mRNA-Targets der miRNA-433-3p im 
Hippokampus von 3 VHC-stimulierten Ratten verglichen mit 3 nicht-Langzeit-stimulierten 
Ratten 97 Tage nach PPS. Gezeigt sind Expressionsveränderungen analysiert nach der 
ΔΔCt-Methode. Die gemessenen Unterschiede zwischen den Gruppen waren nicht 
signifikant (T-Test).  
 
4.8. Signalweg-Analyse 
Die Analyse der akut regulierten miRNAs zeigt einen signifikanten Einfluss im 
Fettsäureabbau. Der Signalweg mit dem zweithöchsten p-Wert für die akut regulierten 































Tabelle 8: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)-Signalwege, die mit 
einem p-Wert von <0,1 als reguliert von den 8 beschriebenen miRNAs (miRNA-129-2-
3p, miRNA-24-3p, let-7b-5p, miRNA-181a-1-3p, let-7d-3p, let-7e-5p, let-7d-5p, let-7a-1-
3p) identifiziert wurden. Die Signalweg-Analyse wurde mit der DIANA Tool Software 
unter Verwendung der microT-CDS mit einem Schwellenwert von 0,8 erstellt. Aufgelistet 
sind hier ausschließlich Signalwege, Krankheiten die bei der Analyse aufgelistet wurden, 
sind hier nicht angezeigt.  





































dehydrogenase, C-4 to 
C-12 straight chain 
(acadm) 
0.979 





0,00569 Let-7a-1-3p ATPase Na+/K+ 
transporting subunit 




channel, subfamily V, 
member 5 (Trpv5) 
0.813 
Let-7d-5p ATPase plasma 
membrane Ca2+ 




Die Analyse der fünf miRNAs, die in der Kontrollgruppe reguliert waren und in der VHC-
DBS-Gruppe, sowie den zusätzlichen Kontrollgruppen keine Regulation aufwiesen, 
zeigte eine starken Einfluss im N-Glycan-Biosynthese-Signalweg. Die meisten Gene 





Tabelle 9: KEGG-Signalwege, die mit einem p-Wert von <0,1 als reguliert von den 5 
beschriebenen miRNAs (miRNA-129, miRNA-379-3p, miRNA-410-3p, miRNA-433-3p 
und miRNA-431) identifiziert wurden. Die Signalweg-Analyse wurde mit der DIANA Tool 
Software unter Verwendung der microT-CDS mit einem Schwellenwert von 0,8 erstellt.  
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Neurotrophic receptor tyrosine 
kinase 2  (Ntrk2) 
SOS Ras/Rac guanine nucleotide 
exchange factor 1 (sos1) 
Nemo like kinase (Nlk) 
Dual specificity phosphatase 2 
(Dusp2) 
Nuclear receptor subfamily 4, 
group A, member 1  (Nr4a1) 
Neurotrophin 3 (Ntf3) 
Rap1a  
Late endosomal/lysosomal 
adaptor, MAPK and MTOR 
activator 3 (Lamtor3) 
Platelet derived growth factor 
receptor alpha (Pdgfra) 






















TGF-beta activated kinase 
1/MAP3K7 binding protein 1 
(Tab1) 
Rap guanine nucleotide 











Mitogen-activated protein kinase 
kinase kinase kinase 4 (Map4k4) 
Dual specificity phosphatase 10 
(Dusp10) 
c-Fos  
Fibroblast growth factor 13 
(Fgf13) 
Calcium voltage-gated channel 
auxiliary subunit gamma 2 
(Cacng2) 
ELK4, ETS transcription factor 
(Elk4) 
TGF-beta activated kinase 





















Protein phosphatase 3, regulatory 
subunit B, alpha (Ppp3r1) 
0,918 



























SOS Ras/Rac guanine nucleotide 
exchange factor 1 (Sos1) 
Vascular endothelial growth factor 
A (Vegfa)  
ETS proto-oncogene 1, 
transcription factor (Ets1) 
member of RAS oncogene family 
Colony stimulating factor 1 
(RAP1A) 
Guanine nucleotide-binding 
protein G(I)/G(S)/G(O) subunit 
gamma-5 (Gng5) 
Platelet derived growth factor 
receptor alpha (Pdgfra) 





















Insulin-like growth factor 1 (Igf1) 
KIT ligand (Kitlg) 
Fgf13 
Calm1 
RalA binding protein 1 (Ralbp1) 
P21 (RAC1) activated kinase 7 
(Pak7) 





























5.1. Evozierte Potentiale  
Während der Stimulation der FF und der VHC ließen sich aus dem DG evozierte 
Potentiale (EP) aus 3 sich überlagernden Komponenten ableiten. Aufgrund der kurzen 
Latenz ist (analog zu Ergebnissen elektrischer Fornix-Stimulation in Schafen; 
Stypulkowski et al., 2017) eine antidrome Aktivierung hippokampaler Efferenzen der 
wahrscheinlichste Entstehungsmechanismus für die früheste Komponente. Eine direkte 
oder indirekt via CA3-Pyramidenzellen vermittelte Verbindung zwischen FF und dem 
Hilus des DG, in dem auch die EEG-Ableitung in der vorliegenden Arbeit erfolgte, wurde 
an Hirnschnitten von Ratten nachgewiesen (Scharfman, 1993). Im Papez-Kreis projiziert 
CA3 via FF und VHC über das Corpus mamillare, ANT, Gyrus cinguli, den 
parahippokampalen Kortex, entorhinalen Kortex und über den PP zurück zum 
Hippokampus. Eine orthodrome Erregungsausbreitung über diesen Weg kann die 
späteren Komponenten der EPs erklären.  
Die erste positive Komponente hatte eine Latenz von etwa 2,5 ms. Der geometrisch 
kürzeste Abstand zwischen den Elektrodenspitzen der Stimulation und Ableitung lag 
sowohl bei VHC- als auch bei FF-Stimulation bei etwa 1,9 mm. Geht man von einer 
Leitungsgeschwindigkeit von etwa 1-3 m/s aus, welche der ungefähren Axonen-
Leitungsgeschwindigkeit bei Säugern entspricht  (Swadlow und Waxman, 1975), ergibt 
sich eine Mindestdauer der antidromen Reizweiterleitung von der Stimulations- zur 
Ableitelektrode von 1,9-5,7 ms. Da der reale zurückgelegte Weg der Reize mehr als 
1,9 mm beträgt, passt die Größenordnung der Latenz des ersten peaks gut zur Latenz 
bei angenommener antidromer Reizweiterleitung.   
Elektrophysiologische Untersuchungen an Epilepsiepatienten zeigten ähnliche EP-
Morphologien nach Stimulation des Fornix und Ableitung aus dem Hippokampus (Miller 
et al., 2015). Analoge Daten für die VHC-Stimulation liegen nicht vor und werden hier 
erstmals beschrieben.  
Bei Experimenten mit stereotaktischen Elektrodenimplantationen werden geeignete 
Koordinaten meist anhand von Atlanten ermittelt. Erst nach Abschluss der Experimente 
kann histologisch ermittelt werden, ob die Elektrode korrekt platziert war, sofern der 
Versuch keine anderweitige Verwendung des Hirngewebes erfordert. Die Trefferquoten 
stereotaktischer Implantationen variieren je nach intendiertem Ziel und liegen teilweise 
im Bereich von nur ca. 50 % (Vale-Martínez et al., 1999). Insbesondere bei lang 





die Elektrodenlage bereits intraoperativ zu Beginn des Experimentes feststellt (Koubeissi 
et al., 2013), erhebliche Einsparungen von Versuchstieren, Experimentalzeiten und 
Sachmitteln. Die hier gezeigten Ergebnisse sind daher von hoher Relevanz für mögliche 
zukünftige Stimulationsexperimente im Bereich der FF und der VHC.  
5.2. Klinische Effekte der DBS 
Zahlreiche tierexperimentelle Untersuchungen belegen Effekte der DBS verschiedener 
Ziele auf unterschiedliche Outcome-Parameter. Meist wurden Effekte auf bereits 
manifeste Epilepsien oder auf akut symptomatische Anfälle untersucht. Zur Wirkung der 
DBS auf die Epileptogenese liegen dagegen wenige Daten vor, da die 
Epileptogenesephase in vielen Tiermodellen sehr kurz ist und so eine Intervention mittels 
DBS während dieser Phase nur selten getestet wurde. Da die Epileptogenese ein 
klinisch stummer Prozess ist, für den keine Biomarker etabliert sind, war es bisher auch 
nicht möglich, Studien zu deren Verlauf an Menschen durchzuführen. Tabelle 10 stellt 
eine Übersicht einiger Paradigmen dar, welche in Tierversuchen als antiepileptogen, 
antiepileptisch oder antikonvulsiv nachgewiesen wurden.  
Tabelle 10: Übersicht einiger wirksamer DBS-Paradigmen in Tiermodellen 
ANT: Anteriorer Nukleus des Thalamus; HFS: high-frequency stimulation; LFS: low-
frequency stimulation; TNF: Tumornekrosefaktor, IL: Interleukin  
Modell DBS Wirkung Untersuchter 
Mechanismus 
Referenz 
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In dem hier beschriebenen Tierversuch wurde eine verlängerte Latenzperiode durch LFS 
(1 Hz, 1 V) der VHC während der Epileptogenese festgestellt. Der Effekt der VHC-DBS 
während der Epileptogenese wurde bislang nicht untersucht.  
Die Applikation von VHC-DBS nach Manifestation der Epilepsie (Gruppe 19) führte zu 
einer signifikant reduzierten Anfallsfrequenz im Vergleich zu der VHC-Kontrollgruppe 
(Gruppe 22). Diese Differenz lässt sich allerdings auf eine unerwartet hohe 
Anfallsfrequenz in der VHC-Kontrollgruppe (Gruppe 22) zurückführen, da der Effekt im 
Vergleich zu den anderen Kontrollgruppen (ohne VHC-Elektroden; Gruppe 20 und 21) 
nicht vorhanden war. Dieser Befund lässt daher eine prokonvulsive Wirkung der 
Elektrodenimplantation in die VHC vermuten. Der Befund sollte bei zukünftigen Studien 
mit Stimulation der VHC beachtet werden. Der Mechanismus ist nicht geklärt. Rashid et 
al. untersuchten ein ähnliches Stimulationsparadigma (allerdings mit intermittierender 
Stimulation: 1 h ON und 15 min OFF) bei manifester Epilepsie und berichten ebenfalls 
von einer verringerten Anfallsfrequenz während und nach VHC-DBS. Dabei wurde 
außerdem eine verringerte Spike-Frequenz während und nach der VHC-DBS detektiert 
(Rashid et al., 2012). Als Mechanismen wurden eine verstärkte Inhibition durch 
Aktivierung des GABA-Benzodiazepin- und endogenem Opioid-Systems (López-Meraz 
et al., 2004) sowie ein möglicher Einfluss von Adenosin durch Aktivierung des A1-
Rezeptors (Mohammad-Zadeh et al., 2009) diskutiert. In einem genetischen Epilepsie-
Mausmodell („gain-of-function“-Mutation des SCN2A-Gens, welches für einen 
spannungsgesteuerten Natrium-Kanal kodiert), wurde eine verringerte Anfallsfrequenz 
während und nach VHC-DBS mit 3 Hz und ≤400 μA und einem 50 %-Powerzyklus (5 
min ON, 5 min OFF) gezeigt (Kile et al., 2010). Als Mechanismus wurde hier eine 
synaptische Langzeit-Depression (long-term depression; LTD) durch antidrome 
Exzitation der CA3-Region und gleichzeitige synaptische Aktivierung der 
präsynaptischen Zelle über den Papez-Kreislauf vorgeschlagen. Ein postsynaptisches 
Aktionspotential, welches einem EPSP vorausgeht, kann die Amplitude folgender 
EPSPs reduzieren, woraus geschlossen wurde, dass die antidrome Stimulation der CA3-





Abschwächung von EPSP zwischen den Moosfasern und den CA3-Neuronen führen 
kann (Markram et al., 1997). Die nachgewiesene Reduktion der Anfallsfrequenz in der 
Studie von Kile et al. war verglichen mit dem Effekt in dem Amygdala-Stimulations-
Modell (Rashid et al., 2012) gering (21 % im Mutationsmodel, 57 % im Amygdala-
Stimulationsmodell nach VHC-DBS, 90 % während VHC-DBS), was auf Unterschiede in 
den verwendeten Modellen und in den Stimulationsparametern zurückzuführen sein 
kann. Diese Studien enthalten keine Angabe darüber, wie viele Anfälle bei dem 
verwendeten Modell ohne zusätzlich implantierte VHC-Elektroden auftreten. Eine 
frühere Studie berichtete eine hohe Varianz der Anfallsfrequenz im gleichen Modell 
(Nissinen et al., 2000; Nissinen und Pitkänen, 2007). Daher ist ein Einfluss der 
Implantation der VHC-Elektrode auf die Anfallsfrequenz in den beschriebenen Studien 
von Rashid et al. und Kile et al. nicht auszuschließen. Abbildung 17 zeigt, dass in dem 
hier verwendeten PPS Modell die Anfallsfrequenz mit der Zeit zunimmt, was ebenfalls 
die Abweichung unserer Ergebnisse von denen von Rashid et al. (2012) erklären könnte, 
da dort nur Angaben über die Anfallsfrequenz 2 Wochen nach DBS gegeben sind.  
Die FF-Stimulation mit 5 Hz führte bei einigen Ratten zu einer Verlängerung der 
Latenzperiode, allerdings war die Latenz in dieser Gruppe sehr variabel. Wie es zu 
Abweichungen innerhalb einer Behandlungsgruppe kommen könnte, ist in Absatz 5.6 
beschrieben. Da es sich bei der FF um eine vergleichsweise kleine Struktur handelt und 
außerdem die Implantation von Stimulationselektroden in die FF eine neu etablierte 
Methode ist, könnte eine imperfekte Platzierung der Elektroden zu Abweichungen in der 
Ergebnissen geführt haben. Ein Zusammenhang zwischen der Latenz und anderen 
Parametern (Alter der Ratten zum Zeitpunkt der OP, Größe der SAP während der PP-
Elektroden-Implantation, Auftreten akut symptomatischer Anfälle) konnte nicht 
festgestellt werden.   
Die Stimulation des DG und des PP während der Epileptogenese führten ebenfalls nicht 
zu signifikanten Effekten auf die Latenzperiode. Da zahlreiche Stimulationsparameter 
(Gesamtdauer, ON-OFF-Zyklen, Frequenz, Amplitude, Impulsform, Dauer und 
Verteilung der Einzelimpulse, Polarität, Phase u.a.) variiert werden können, schließen 
negative Ergebnisse der vorliegenden Arbeit eine prinzipielle Eignung der untersuchten 
Stimulationsziele nicht aus.  
Ein möglicher Wirkmechanismus der DBS ist das Ausschalten des stimulierten Areals 
(Magariños-Ascone et al., 2002). In einer früheren Studie im 30-30-8-PPS Modell wurde 
gezeigt, dass das Durchtrennen des PP während der Epileptogenese nicht zu einer 
Verlängerung der Latenz führt (Meyer et al., 2016), was daran liegen könnte, dass der 





Eingangsbahnen existieren (Deller et al., 1996; van Strien et al., 2009). Für die hier 
vorgestellten Daten könnte eine weitere Erklärung sein, dass eine 7-tägige Stimulation 
zu kurz war, um die Latenz signifikant zu verlängern, und nur durch die 14-tägige DBS, 
welche nur für die VHC durchgeführt wurde, ein Effekt zu beobachten war. Diese 
Hypothese müsste in einem neuen Versuchsaufbau überprüft werden.  
In klinischen Studien werden vorwiegend hochfrequente Stimulationsparadigmen zur 
Behandlung manifester Epilepsien verwendet (Laxpati et al., 2014). Die bereits 
zugelassenen Hirnstimulationsverfahren beruhen ebenfalls auf HFS (ANT Stimulation: 
145 Hz, Responsive Neurostimulation: 200 Hz; Schulze-Bonhage, 2017). Auch die LFS 
wurde an Patienten getestet. In einer Fallserie führte  eine LFS (0,5 Hz) der 
Anfallsursprungszone in 4 von 5 Fällen zur Reduktion der Anfallsfrequenz (Schrader et 
al., 2006). Die LFS des Nucleus caudatus mit 4 bis 8 Hz führte in einer 57 Patienten 
umfassenden Studie zu einer Anfallsreduktion, was mit einer Aktivierung inhibitorischer 
Netzwerkaktivitäten begründet wurde (Chkhenkeli et al., 2004). Es existieren allerdings 
noch keine randomisierten Doppelblind-Studien zur LFS bei Epilepsie.  
5.3. Einfluss der VHC-DBS auf mikroRNAs 
Ein Einfluss der DBS auf die miRNA-Expression wurde bislang in einer klinischen Studie 
nachgewiesen, die die miRNA-Expressionsmuster in Leukozyten von Patienten mit 
M. Parkinson vor und nach Beginn einer DBS des Nucleus subthalamicus im Vergleich 
zu gesunden Kontrollpersonen untersuchte (Soreq et al., 2013). Dabei wurden 3 miRNAs 
(miRNA-4317, miRNA-143, miRNA-424) identifiziert, die nach DBS signifikant 
hochreguliert waren, 8 miRNAs (miRNA-424-3p, miRNA-210, miRNA-93, miRNA1249, 
miRNA-4293, miRNA-378c, miRNA-18b-3p, miRNA-20a) waren signifikant 
herunterreguliert, wobei die 5 zuletzt genannten damit entgegengesetzt zur gemessenen 
Regulation zwischen Parkinson-Patienten und gesunden Kontrollen reguliert waren. 
Analysiert wurden außerdem Splice-Isoformen in vorhergesagten miRNA-Bindestellen. 
Eine Anhäufung alternativer Splice-Varianten nach DBS wurde im Zusammenhang mit 
einem möglichen Einfluss auf den MAPK-Phosphatase-Export aus dem Nukleus sowie 
Ubiquitin-Homöostase festgestellt. In einem Tierexperiment zur Neuroprotektion durch 
die elektrische Stimulation der Nuclei fastigii bei einem Rattenmodell zerebraler Ischämie 
wurde eine Regulation mehrerer miRNAs im Kortex gemessen (Feng et al., 2015). Der 
miRNA-29-c wurde eine Rolle in dem neuroprotekiven Mechanismus der Stimulation der 
Nuclei fastigii durch Regulation von Birc2 und Bak1 zugeschrieben. Birc2 und Bak1 





Untersuchungen zum Einfluss der DBS auf die miRNA-Expression bei Epilepsien liegen 
nicht vor. Die Wirkmechanismen der DBS sind weitgehend unbekannt. MiRNAs sind in 
zahlreiche Mechanismen, die zu veränderter Hirnaktivität führen, involviert und haben 
Einfluss auf die Entstehung und den Verlauf von Epilepsien (vgl. 2.4.3), so dass miRNAs 
plausible Kandidaten für die Vermittlung biologischer DBS-Effekte sind. Tatsächlich 
wurden in der vorliegenden Arbeit 27 miRNAs identifiziert, die nach VHC-DBS im 
Vergleich zu den Kontrollen differentiell exprimiert waren. Diese differentielle Expression 
kann entweder direkt durch die VHC-DBS oder indirekt durch reaktive, endogene 
Mechanismen im Rahmen der Beeinflussung der Epileptogenese durch VHC-DBS 
hervorgerufen worden sein (Walker et al., 2002). Ein direkter Einfluss wiederum kann in 
der Herauf- oder Herunterregulation der Expression von miRNAs in der VHC-DBS-
Gruppe, oder in der Unterdrückung der Herauf- bzw. Herunterregulation im Vergleich zur 
Kontrollgruppe nach Induktion der Epileptogenese bestehen. 
Die PCA (Abbildung 21) zeigt eine deutliche Clusterung der Daten der verschiedenen 
Versuchsgruppen. Die späten Zeitpunkte lassen sich von den früheren Zeitpunkten 
unterscheiden, welche wiederum mit den Kontrollen clustern. Außerdem sind die PCA-
Koordinaten der VHC-stimulierten Ratten näher an denen der Kontrollgruppe ohne 
Anfälle, als an den Kontrollen nach 97 Tagen, was als weniger fortgeschrittene 
Epileptogenese-assoziierte miRNA-Regulation nach VHC-DBS interpretiert werden 
kann.  
Die durch VHC-DBS differentiell regulierten miRNAs lassen sich in Gruppen gleicher 
Regulationsmuster unterteilen. MiRNAs, die direkt nach der VHC-DBS signifikant 
reguliert waren, könnten einen unmittelbaren Einfluss der VHC-DBS wiederspiegeln. 
Direkt nach der VHC-DBS waren 3 miRNAs (miRNA-129-2-3p, miRNA-24-3p, let-7b-3p) 
signifikant niedriger exprimiert als in der Kontrollgruppe, 5 miRNAs (miRNA-181a-1-3p, 
let-7d-3p, let-7e-5p, let-7d-5p, let-7a-1-3p) waren signifikant höher exprimiert. In den 
folgenden Absätzen sind mögliche Zusammenhänge dieser Regulationen mit der 
Unterdrückung der Epileptogenese beschrieben.  
 miRNA-129-2-3p: 
Diese miRNA war im Epilepsiemodell der Ratte (systemisch injiziertes Pilocarpin) in 
der Epileptogenesephase und bei manifester Epilepsie hochreguliert (Roncon et al., 
2015). In menschlichem Kortexgewebe von refraktären TLE-Patienten wurde 
ebenfalls eine Hochregulation verglichen zu Kontrollgewebe gemessen (Miller-





Im EpimiRNA-Epileptogenese-Projekt wurde ebenfalls eine leichte Hochregulation 
24 h und einen Monat nach dem ersten Anfall gemessen (EpimiRNA-
Epileptogenese-Projekt, unveröffentlichte Daten). In der vorliegenden Arbeit zeigte 
sich direkt nach der VHC-DBS eine signifikant niedrigere Expression in den VHC-
stimulierten Ratten (Gruppe 11) verglichen mit der Kontrollgruppe (Gruppe 23). Die 
VHC-DBS unterdrückt also anscheinend die PPS-induzierte Hochregulation der 
miRNA-129-2-3p. MiRNA-129-2-3p ist im 30-30-8-PPS Modell vergleichsweise 
niedrig exprimiert (100 bis 200 rpm), was die Wahrscheinlichkeit eines starken 
Einflusses dieser Regulation gering macht. Nach 97 Tagen war kein Unterschied 
mehr zwischen den VHC-stimulierten Ratten und den Kontrollratten zu messen.  
 miRNA-24-3p: 
Die miRNA-24-3p zeigt in unseren Daten eine ähnliche Expression wie die miRNA-
129-2-3p also eine signifikant niedrigere Expression in den VHC-stimulierten Ratten 
(Gruppe 11) als in den Kontrollratten (Gruppe 23) direkt nach der DBS. Auch die 
Regulation dieser miRNA könnte einen akuten Effekt der VHC-DBS darstellen. In 
einem früheren Experiment, dessen Ergebnisse in Abbildung 31 B dargestellt sind 
(EpimiRNA-Epileptogenese-Projekt, unveröffentlichte Daten), war die Expression 
der miRNA-24-3p 24 h und einen Monat nach dem ersten Anfall erhöht, nach 3 
Monaten war kein Unterschied mehr zwischen den VHC-stimulierten und den 
Kontrollratten zu messen. Die miRNA-24-3p war im Epilepsiemodell während der 
Latenzphase (24 h nach systemisch appliziertem Pilocarpin bei Ratten; Hu et al., 
2011) hochreguliert. Ebenfalls nach systemisch injiziertem Pilocarpin bei Ratten 
wurde eine Hochregulation in der Latenzphase gemessen, welche dann nach dem 
ersten Anfall abnahm und in der manifesten Epilepsie (12 h nach dem ersten 
spontanen Anfall) wieder komplett rückläufig war (Roncon et al., 2015). Diese Daten 
könnten auf einen pathologischen Effekt einer Hochregulation der miRNA-24-3p 
während der Epileptogenese hinweisen, welcher durch die VHC-DBS inhibiert 
wurde.    
Im Serum von Patienten mit Multipler Sklerose wurde eine Hochregulation der 
miRNA-24-3p gemessen, welche mit dem Krankheitsprogress korrelierte (Vistbakka 
et al., 2018). Als Mechanismus wird hier die Verstärkung der Apoptose durch 
Herunterregulation von BIM und PUMA (Wang et al., 2016a), eine Regulation der 
Inflammation über Interferon-γ (Fayyad-Kazan et al., 2014) und IL-4 (Pua et al., 
2016), sowie ein Einfluss auf die Aldosteron- und Cortisol-Biosynthese diskutiert 
(Robertson et al., 2013). Aldosteron ist ebenfalls in inflammatorische Prozesse 





die Blut-Hirn-Schranke (blood-brain barrier, BBB) öffnen kann (Argaw et al., 2012). 
Eine Öffnung der BBB wurde bereits nach Auftreten epileptischen Anfälle im 
Epilepsie-Rattenmodell (PPS) und bei TLE-Patienten nachgewiesen, und eine 
Korrelation zwischen der BBB-Permeabilität und der Frequenz spontaner Anfälle 
bestand ebenfalls im Rattenmodell (Vliet et al., 2007). Die BBB-Permeabilität wurde 
anhand der Albumin-Konzentration bestimmt, welche als Indikator für eine 
eingeschränkte BBB-Funktion dienen kann (Cornford und Hyman, 1999).  
Im Blut von Patienten mit Depressionen (major depressive disorder) sowie im Blut 
von Mäusen in einem Modell für Depressionen wurde die miRNA-24-3p als 
herunterreguliert nach erfolgreicher Behandlung mit verschiedenen Antidepressiva 
verglichen mit Placebo-Kontrollen und Non-Respondern (Lopez et al., 2017) 
gemessen. Zusammen mit den ebenfalls differentiell regulierten miRNAs 146a-5p, 
146b-5p und 425-3p wurde diese anhand bioinformatischer Analysen 
(Signalweganalyse mit DAVID und DIANA:miRPath) als involviert in den MAPK/Wnt-
Signalweg identifiziert, welcher somit in den Wirkmechanismus von Antidepressiva 
involviert sein könnte. Eine microArray-Analyse der Blutproben zur Untersuchung 
des Expressionsmusters vorhergesagter mRNAs des Wnt/MAPK-Signalwegs von 
behandelten Patienten und Non-Respondern bestätigte diese Hypothese. In vitro 
Versuche mit humanen Progenitor Zellen bestätigten die Herunterregulation der 
miRNAs und die Hochregulation des Wnt/MAPK-Signalwegs nach Behandlung mit 
Antidepressiva. Außerdem wurde der Calcium-Signalweg als reguliert identifiziert.  
Die genannten Signalwege/Prozesse (Inflammation, Apoptose, Öffnung der BBB, 
MAPK/Wnt-Signalweg, Calcium-Signalweg), die in den beschriebenen Studien 
identifiziert wurden, könnten auch in unserem Tiermodell an den von miRNA-24-3p 
beeinflussten Prozessen beteiligt sein und einen möglichen Einfluss auf die 
Epileptogenese haben, wodurch eine VHC-Stimulationsinduzierte Unterdrückung 
der miRNA-24-3p-Hochregulation antiepileptogen wirken könnte.  
 let-7b-5p: 
Let-7b-5p war direkt nach der VHC-DBS (Gruppe 11) signifikant niedriger exprimiert 
als in der Kontrollgruppe (Gruppe 23). Abbildung 32 B zeigt eine Hochregulation der 
let-7b-5p 1 h und 24 h nach PPS (EpimiRNA-Epileptogenese-Projekt, 
unveröffentlichte Daten). Im Epilepsiemodell (Maus, systemisch-injiziertes 
Pilocarpin) wurde während der Epileptogenese eine Herunterregulation gemessen 
(Risbud und Porter, 2013). Unsere Daten zeigen außerdem eine Herunterregulation 





Stimulation) war Let-7b-5p  3 h, 6 h und 24 h nach induzierten Anfällen hochreguliert 
(Kretschmann et al., 2014). Die Hochregulation durch Anfälle könnte mit der 
Aktivierung kompensatorischer Mechanismen assoziiert sein, welche durch die VHC-
DBS verstärkt werden könnten.  
Bei TLE-Patienten mit HS wurde eine Herunterregulation von let-7b-5p im 
Hippokampus verglichen mit Autopsie-Kontrollen gemessen (McKiernan et al., 
2012), was im Gegensatz zu den beschriebenen Daten aus Tierversuchen steht. 
Außerdem wurde die let-7b-5p als hochreguliert im Hypothalamus nach Induktion 
chronischer Elektroakupunktur-Toleranz beschrieben (Cui et al., 2017). 
Elektroakupunktur wird als analgetische Behandlung eingesetzt. Es wurde gezeigt, 
dass wiederholte Elektroakupunktur zur Toleranz weiterer Behandlungen mit diesem 
Verfahren führen kann und dass diese Toleranz mit einer Abnahme von Opioid-
Rezeptoren einhergeht. Außerdem sind NMDA-Rezeptoren, 5-Hydroxytryptamine, 
Calcium und Norephrinephrin in den Vorgang der Toleranzentwicklung involviert, 
wobei dir genauen Mechanismen unbekannt sind. Im Hypothalamus waren 49 
miRNAs nach Induktion von Elektroakupunktur-Toleranz differentiell reguliert. Eine 
Signalweganalyse ergab einen möglichen Einfluss auf den MAPK-Signalweg, den 
Abbau von Valin, Leucin und Isoleucin, Lysosomen, des Fettsäuremetabolismus, 
den Calcium-Signalweg sowie weitere Prozesse.    
 miRNA-181a-1-3p 
miRNA-181a-1-3p war 14 Tage nach PPS in der VHC-stimulierten Gruppe 
(Gruppe 11) höher exprimiert als in der Kontrollgruppe (Gruppe 23). Nach 97 Tagen 
war die Expression bei den VHC-stimulierten Ratten (Gruppe 10) fast unverändert 
zu den VHC-Ratten nach 14 Tagen. Bei den Kontrollratten (Gruppe 22) war die 
Expression nach 97 Tagen angestiegen, wodurch diese dann höher als in den VHC-
stimulierten Ratten zu diesem Zeitpunkt war. Die unveröffentlichten Daten des 
EpimiRNA-Epileptogenese-Projekts zeigen eine Herunterregulation in der späten 
Epileptogenese und bei manifester Epilepsie (24 h und 1 Monat nach dem ersten 
Anfall). In einem Ratten-Epilepsiemodell (Pilocarpin-induzierter SE) wurde eine 
Herunterregulation in der chronischen Phase gemessen (Roncon et al., 2015). 
Dieses Expressionsmuster kann so interpretiert werden, dass sowohl eine frühe 
Herunterregulation als auch eine Hochregulation in der chronischen Phase der 
Epilepsie durch die VHC-DBS unterdrückt wurde.  
Verschiedene mRNAs von Proteinen des Lipid-Metabolismus (PDE3B, LPL, PPARγ, 





Adipozyten erkannt (Li et al., 2013a). Der Fettsäureabbau wurde auch für die, in 
unserem Modell nach VHC-Stimulation differentiell exprimierten miRNAs, als 
möglicherweise beeinflusst identifiziert, was im Zusammenhang mit der 
Signalweganalyse diskutiert wird. Ebenfalls Li et al. (2013) identifizierten TNF-α 
(Tumornekrosefaktor) als Ziel der miRNA-181a-1-3p und validierten den Befund 
mittels Luziferase-Assay. Außerdem wurde gezeigt, dass miRNA-181a-1-3p in die 
Immunantwort von Makrophagen involviert ist, indem sie TNF-α reguliert (Li et al., 
2017). Die Rolle von TNF-α in der Epilepstogenese ist unklar (Li et al., 2011). In 
tierexperimentellen Studien wurden sowohl pro- als auch antikonvulsive Effekte einer 
TNF-α Überexpression gezeigt. Es wird vermutet, dass die unterschiedlichen Effekte 
auf die Aktivierung zweier verschiedener Rezeptoren (p55 – Aktivierung vermutlich 
pro-konvulsiv und p57 – Aktivierung vermutlich antikonvulsiv) zurückzuführen sind 
(Balosso et al., 2005) und dass ein dosisabhängiger Bezug zwischen pro- und 
antikonvulsiver Wirkung besteht (Yuhas et al., 2003). Der p55-Rezeptor ist in die 
Apoptose involviert, und der p57-Rezeptor aktiviert NF-κB (nuclear factor-kappa 
beta), einen Transkriptionsfaktor, welcher unter anderem in die Immunantwort, den 
Zelltod und die Zellproliferation involviert ist (Natoli et al., 1997; Sheng et al., 2005).   
 let-7d-3p: 
Let-7d-3p war 14 Tage nach PPS in der VHC-DBS-Gruppe (Gruppe 11) signifikant 
höher exprimiert als in der Kontrollgruppe (Gruppe 23). Nach 97 Tagen hatte die 
Expression in beiden Gruppen zugenommen. Ein signifikanter Unterschied zwischen 
den VHC-stimulierten und den Kontrollratten war zu diesem Zeitpunkt nicht mehr 
vorhanden. Dies könnte einen akuten Effekt der VHC-DBS auf diese miRNA 
darstellen, der nach 97 Tagen nicht mehr zu messen war. B zeigt eine 
Hochregulation 24 h und einen Monat nach PPS. Insgesamt war die Expression 
dieser miRNA zwischen den beiden beschriebenen Versuchen sehr unterschiedlich, 
wodurch ein Vergleich der Daten schwer zu interpretieren ist.   
Von Bot et al. wurde eine Herunterregulation während der späten Epileptogenese 
bei einem Epilepsiemodell der Ratte (Amygdala-Stimulation-induzierter SE) 
gemessen (Bot et al., 2013). Zu diesem Zeitpunkt hatten einige der Versuchstiere 
bereits spontane Anfälle entwickelt.  
Unsere Daten legen eine VHC-DBS-induzierte Hochregulation der let-7d-3p nahe. 
Eine Epileptogenese-assoziierte Regulation wurde in unseren Daten nicht 
gemessen, die unterschiedliche Expression in den Versuchsgruppen nach 14 Tagen 





 let-7e-5p:  
Die let-7e-5p zeigte sowohl 14 Tage (Gruppe 11) als auch 97 Tage (Gruppe 10) nach 
PPS eine höhere Expression in der VHC-DBS-Gruppe als in den Kontrollgruppen 
zum gleichen Zeitpunkt (Gruppe 22 und 23). In beiden Gruppen hatte die Expression 
nach 97 Tagen gegenüber 14 Tagen zugenommen.  
In der frühen Epileptogenese im Epilepsiemodell (Pilocarpin) und 3 und 6 h nach 
induzierten Anfälle in einem Anfallsmodell bei Mäusen (6-Hz-Modell) war die let-7e-
5p  hochreguliert (Kretschmann et al., 2014). Zu einem etwas späteren Zeitpunkt der 
Epileptogenese nach Pilocarpin-induziertem SE wurde eine Herunterregulation 
gemessen (Risbud und Porter, 2013). Daten aus dem EpimiRNA-Epileptogenese-
Projekt (EpimiRNA-Epileptogenese-Projekt, unveröffentlichte Daten) zeigen eine 
Herunterregulation 10 d nach PPS. Ein Entgegenwirken dieser möglicherweise 
pathologischen Herunterregulation durch VHC-Stimulation könnte an der 
antiepileptogenen Wirkung der Stimulation beteiligt sein.  
In einem Epilepsiemodell der Ratte (systemisch injiziertes Pilocarpin-Modell) wurde 
außerdem eine Herunterregulation bei manifester Epilepsie gemessen (Song et al., 
2011), was allerdings unseren Daten der chronischen Phase widerspricht.  
Im Blut von Alzheimer-Patienten war die let-7e-5p herunterreguliert (Satoh et al., 
2015). Eine DIANA Signalweganalyse dieser und 13 weiterer herunterregulierter 
miRNAs ergab einen möglichen Einfluss auf den PI3K/Akt-Signalweg, welcher in 
Prozesse wie Stoffwechsel, Zellwachstum und Proliferation involviert ist. AKT ist eine 
Serin/Threonin-Proteinkinase. Wichtige Proteine des Signalwegs sind unter 
anderem MAPK, NF-κB und TNF-α. In Makrophagen wurde gezeigt, dass LPS 
(Lippopolysaccharide), ein Ligand des „Toll-like“-Rezeptors TLR4, über AKT1, eine 
der drei Isoformen von AKT, zur Hochregulation u.a. von let-7e-5p führt und dass ein 
Knockdown von AKT1 eine LPS-induzierte Hochregulation der let-7e-5p verhindert. 
Mittels Luziferase-Assay wurde TLR4 als Ziel der let-7e-5p nachgewiesen 
(Androulidaki et al., 2009), wodurch ein „feedback-loop“ der TLR4-Aktivierung über 
let-7e-5p beschrieben wird. 
TLRs sind eine Gruppe von sogenannten „Pattern Reconition“-Rezeptoren (PRRs). 
Sie sind Bestandteile des angeborenen Immunsystems, die Krankheitserreger 
anhand von sogenannten „Pathogen-Associated Molecular Patterns“ (PAMPs) 
identifizieren und intrazelluläre Signalkaskaden aktivieren, die über 





TLR4 ist unter anderem in LTP, LTD und Gedächtnisbildung involviert (Klein et al., 
2018). TLR4 wurde in verschiedenen Tiermodellen der TLE als hochreguliert 
identifiziert (z. B. nach SE durch intrahippokampales KA in Mäusen  (Iori et al., 
2013)). Außerdem wurde gezeigt, dass TLR4-Knockoutmäuse resistent gegenüber 
KA-induzierten Anfälle sind (Maroso et al., 2010).  
Im Blut von Patienten mit ischämischem Hirninfarkt wurde eine erhöhte Expression 
der let-7e-5p verglichen mit Kontrollen gemessen (Huang et al., 2016). 
Bioinformatische Analysen sowie Zellkulturversuche identifizierten 4 Zielgene des 
MAPK-Signalwegs (ETS-domain Protein (ELK4), Caspase 3 (CASP3), nemo-like 
kinase (NLK), und tumor protein p53 (TP53)) als Ziele der let-7e-5p. Der MAPK-
Signalweg wurde in unseren Daten mittels Signalweganalyse als möglicherweise 
involviert in den Wirkmechanismus der DBS identifiziert. Der mögliche Einfluss des 
MAPK-Signalwegs auf die Epileptogenese ist im Absatz 0 beschrieben.  
 let-7a-1-3p: 
Let-7a-1-3p war 14 Tage nach PPS in der VHC-DBS-Gruppe (Gruppe 11) signifikant 
höher exprimiert als in der Kontrollgruppe (Gruppe 23). Nach 97 Tagen war kein 
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (Gruppe 10 und 22) mehr zu 
messen. Die Daten aus dem EpimiRNA-Epileptogenese-Projekt lassen keinen 
eindeutigen Schluss der Rolle dieser miRNA in der Epileptogenese zu, da keine 
konsistente Regulation zu messen war.  
In einem Rattenmodell für fokale zerebrale Ischämie wurde die miRNA-Expression 
nach neuroprotektiver DBS des Nucleus fastigii  (fastigial nucleus, FN) untersucht 
(Feng et al., 2015).  Let-7a-1-3p war nach einstündiger FN-DBS ischämischer Ratten 
verglichen mit ischämischen Ratten ohne FN-DBS stark hochreguliert. Als mögliche 
Mechanismen wurden zahlreiche Signalwege identifiziert, unter anderem wurde 
„VEGF-signaling“ als von den hochregulierten miRNAs beeinflusster Signalweg 
genannt. Als FN-DBS induzierter Mechanismus wurde hier außerdem die 
Herunterregulation pro-apoptotischer Proteine (Birc2 und Bak1) nachgewiesen, 
welche allerdings durch eine andere miRNA (miRNA-29c-3p) induziert wurde. 
Neuroprotektive Mechanismen der FN-DBS, welche durch let-7-a-1-3p gesteuert 
werden könnten, könnten auch an der VHC-stimulationsinduzierten Inhibition der 
Epileptogenese beteiligt sein.  
Mittels einer Clusteranalyse, dargestellt in Abbildung 23, können die beschriebenen 
miRNAs in Gruppen ähnlicher Expressionsmuster eingeteilt werden. Das für unsere 





zeigt die Expression von miRNA-129-5p, miRNA-433-3p, miRNA-431, miRNA-410-3p 
und miRNA-379-3p. Diese sind in der Kontrollgruppe nach 14 Tagen bereits leicht höher 
exprimiert als in den beiden Vergleichsgruppen (Gruppe 24: Kontrolle ohne PPS und 
Gruppe 25: Kontrolle ohne spontane Anfälle) und steigen bis zum 97. Tag weiter an. Aus 
den Expressionsmustern im Vergleich zu den Kontrollen lässt sich schließen, dass die 
erhöhte Expression nicht auf die PPS oder das Auftreten akut symptomatischer Anfälle 
zurückzuführen ist, da die Expression der Vergleichsgruppen niedrig ist. Das Fehlen 
einer Hochregulation bei den VHC-stimulierten Ratten könnte auf eine Unterdrückung 
der Expression dieser miRNAs im Zuge einer inhibierten Epileptogenese hindeuten. Ob 
eine Kausalität zwischen der Regulation der miRNAs und der Inhibition der 
Epileptogenese besteht, bleibt durch in vivo Manipulation zu überprüfen. Die 
Konzentration von miRNAs im Gehirn kann in vivo z. B. durch eine 
intracerebroventrikuläre Injektion von Oligonukleotiden, welche komplementär zu der 
manipulierten miRNA sind (Antagomire), herunterreguliert oder durch die Injektion von 
Mimics, welche eine zu der manipulierten miRNA identische Sequenz haben (Agomire), 
überexprimiert werden (Siehe Absatz 2.4.2). 
Drei der 5 miRNAs, nämlich miRNA-379-3p, miRNA-410-3p und miRNA-431 gehören 
zum 379-410 miRNA-Cluster (Seitz et al., 2004). Zwei weitere miRNAs aus diesem 
Cluster (miRNA-323-3p und miRNA-369-3p) waren nach 97 Tagen (Tabelle 6, Spalte 3) 
in den VHC-stimulierten Ratten (Gruppe 10) signifikant niedriger exprimiert als in den 
Kontrollratten (Gruppe 22). Die Transkription dieses miRNA-Clusters wird durch 
neuronale Aktivität induziert, wie in primären Rattenneuronen gezeigt wurde (Fiore et al., 
2009). Die miRNA-129-5p wurde ebenfalls als hochreguliert in hippokampalen Neuronen  
nach erhöhter neuronaler Aktivität durch PTX-Behandlung detektiert (Rajman et al., 
2017). Die Hochregulation der genannten miRNAs könnte also durch erhöhte neuronale 
Aktivität in der manifesten Epilepsiephase induziert sein. Daher lässt sich vermuten, 
dass die Hochregulation dieser miRNAs nicht der Auslöser, sondern die Folge der 
Epileptogenese ist, wodurch diese als Kandidaten für eine in vivo Manipulation eher 
ungeeignet sind. Als Kandidat kommt daher besonders die miRNA-433-3p in Frage. 
Im Vergleich mit Daten aus einem vorherigen Versuch, der die Expression der miRNAs 
während der Epileptogenese untersucht (EpimiRNA-Epileptogenese-Projekt, 
unveröffentlichte Daten), wurde eine erhöhte Expression der miRNA-433-3p und 
miRNA-129-5p während der frühen Epileptogenese und während der manifesten 
Epilepsie festgestellt, wodurch diese miRNAs als besonders geeignet für eine in vivo  






Eine Hochregulation der miRNA-129-5p in dem hier verwendeten Epilepsiemodell 
(30-30-8-PPS) während der frühen Epileptogenese und in der manifesten 
Epilepsiephase wurde bereits von Rajman et al. (2017) beschrieben. In einem 
weiteren mTLE-Modell (Maus, intra-amygdalär injiziertes KA) wurde gezeigt, dass 
eine Antagonisierung der miRNA-129-5p vor Injektion von KA epilepsietypische 
EEG-Aktivität und die durchschnittliche Gesamtzeit auftretender Anfälle reduziert. 
MiRNA-129-5p ist notwendig für homöostatisches synaptisches Downscaling: In 
primären hippokampalen Rattenneuronen wurde mittels des GABA-A-Rezeptor-
Blockers Picrotoxin (PTX) erhöhte Netzwerkaktivität und dadurch synaptisches 
Downscaling induziert. Dies wurde anhand verminderter Expression von AMPA-
Rezeptoren verifiziert. Die Antagonisierung von miRNA-129-5p verhinderte das 
Downscaling vollständig. Als Ziele der miRNA-129-5p wurden die Calcium-Pumpe 
Atp2b4 und Doublecortin (Dcx) identifiziert. Eine funktionelle Kopplung über das 
RNA-Bindeprotein RBfox wurde nachgewiesen (Rajman et al., 2017).  
In hippokampalen Neuronen wurde in vitro gezeigt, dass miRNA-129-5p die 
neuronale Erregbarkeit durch Regulation des Kalium-Kanals Kv1.1 beeinflusst 
(Sosanya et al., 2013). 
Eine Hochregulation dieser miRNA wurde auch bei manifester Epilepsie im 
Mausmodell nach Pilocarpin-induziertem SE festgestellt (Roncon et al., 2015). In 
menschlichem Gewebe von mTLE-Patienten wurde ebenfalls eine Hochregulation 
dieser miRNA gemessen (Miller-Delaney et al., 2015).  Die hier gezeigten Daten 
bestätigen also die bisherigen Erkenntnisse, da auch in der vorliegenden Arbeit eine 
Hochregulation in der chronischen Phase gemessen wurde, die mittels VHC-DBS 
unterdrückt werden konnte. Zusätzlich wurde eine Hochregulation in der frühen 
Epileptogenese gemessen. Mit etwa 700 bis 1500 rpm ist diese miRNA mittelstark 
bis stark exprimiert und hat so eine potentiell starke Wirkung auf ihre Ziel-mRNAs.  
 miRNA-379-3p: 
MiRNA-379-3p war ebenfalls in der Kontrollgruppe nach 97 Tagen (Gruppe 22) 
höher exprimiert als nach 14 Tagen (Gruppe 22). In den VHC-stimulierten Ratten 
wurde keine Hochregulation gemessen. Die Daten aus dem unveröffentlichten 
EpimiRNA-Projekt zeigen keine Hochregulation in der frühen chronischen Phase. 
Offenbar sind also indirekte Mechanismen für die Verhinderung der späten 






Diese miRNA war 48 h nach Pilocarpin-induziertem SE herunterreguliert (Risbud und 
Porter 2013). Eine Hochregulation dieser miRNA in der chronischen Epilepsiephase 
wurde bisher nicht berichtet.  
Zu weiteren Krankheitsassoziationen liegen bisher keine publizierten Daten vor. 
  miRNA-433-3p: 
MiRNA-433-3p zeigte ein mittelhohes Expressionslevel in unserem Modell (600 bis 
1100 rpm).  
Diese miRNA war in der Latenzphase im Pilocarpin-Modell herunterreguliert 
(Kretschmann et al., 2014; Risbud und Porter, 2013). Außerdem wurde eine 
Hochregulation in der chronischen Phase im Pilocarpin-Modell (Roncon et al., 2015) 
und nach Amygdala-Stimulation-induziertem SE (Bot et al., 2013) gemessen. 
Roncon et al. berichten allerdings eine Hochregulation bereits in der Latenzphase, 
was in Widerspruch zu den anderen erwähnten Studien steht. Unveröffentlichte 
Daten aus dem EpimiRNA-Epileptogenese-Projekt zeigen ebenfalls eine leichte 
Hochregulation bereits während der Epileptogenese. Nach 97 Tagen war die 
Expression in der Kontrollgruppe (Gruppe 22), jedoch nicht in der VHC-stimulierten 
Gruppe (Gruppe 10) verglichen mit den Werten nach 14 Tagen (Gruppe 11 und 23) 
hochreguliert.  
In hippokampalem Gewebe von TLE-Patienten wurde eine Herunterregulation 
verglichen mit Autopsiekontroll-Gewebe gemessen (McKiernan et al., 2012), was 
den Daten aus den Tierversuchen widerspricht.  
Die Daten könnten so interpretiert werden, dass die möglicherweise pathologische 
Hochregulation der miRNA-433-3p in der chronischen Phase der Epilepsie durch die 
VHC-DBS verhindert wurde.  
Es wurde gezeigt, dass miRNA-433-3p die Zelldifferenzierung in Osteoblasten durch 
die Herunterregulation von Dickkopf-1 induziert (Tang et al., 2017). Dickkopf-1 ist ein 
Inhibitor des Wnt-Signalwegs. Die Hemmung dieses Signalwegs kann 
exzitotoxischen und ischämischen Zelltod induzieren. Im Epilepsiemodell 
(systemisch-injiziertes KA) wurde gezeigt, dass Ratten, bei denen Anfälle keinen 
Neuronenverlust induzierten, kein Dickkopf-1 exprimierten, wohingegen Ratten mit 
ausgeprägtem Neuronenverlust Dickkopf-1 exprimierten, was mit einem 
verminderten β‐Catenin-Level einherging. Β‐Catenin ist ein Schlüsselprotein des 
Wnt-Signalwegs. Die intracerebroventrikuläre Injektion von Dickkopf-1-Antisense-





Anfällen wurde allerdings nicht beeinflusst. Daher wurde vermutet, dass die 
Aufrechterhaltung des Wnt-Signalwegs, z. B. durch Antagonisierung endogener Wnt-
Inhibitoren, die Ausbildung einer HS verhindern könnte (Busceti et al., 2007).  
 miRNA-431: 
Für diese miRNA wurde einen Hochregulation in der früheren Latenzphase im 
Pilocarpin-Modell gefunden, welche in der späten Latenzphase nicht mehr zu 
messen war (Roncon et al., 2015). Eine Hochregulation der mmu-miRNA-431-5p, 
welche eine identische Sequenz wie die rno-miRNA-431 hat, wurde in Mäusen 
ebenfalls während der Latenzphase im Pilocarpin-Modell (Kretschmann et al., 2014) 
und nach systemisch injiziertem KA (Schouten et al., 2016) gemessen.  Unsere 
Daten zeigen ebenfalls eine Hochregulation in der frühen Latenzphase. Außerdem 
haben wir eine Hochregulation in der chronischen Phase gemessen, welche durch 
VHC-DBS unterdrückt wurde. Die Expression dieser mRNA war vergleichsweise 
gering (200 bis 600 rpm), weswegen nicht von einem starken Effekt auf Ziel-Gene 
ausgegangen werden kann.  
In einem Neuronenkulturmodell für M. Alzheimer (kortiko-hippokampale Neuronen 
von „triple transgenic“ 3xTg-AD-Mäusen)  wurde gezeigt, dass die Hochregulation 
von miRNA-431 über den Wnt/β-Catenin Signalweg den Amyloid-β-induzierten 
Verlust von Synapsen verhindern kann (Ross et al., 2018). Der Wnt-Antagonist 
Dickkopf-1 und dessen transmembran-Rezeptor Kremen-1 inhibieren nach 
Akkumulation den Wnt/β-Catenin-Signalweg, was zum Synapsenverlust führt. 
Kremen-1 ist ein Ziel der miRNA-431, wodurch die Hochregulation dieser miRNA den 
Synapsenverlust verhindern könnte.  
In einem Epilepsiemodell (Ratte, systemisch injiziertes KA) wurde gezeigt, dass in 
der Epileptogenesephase β-Catenin, Wnt3a und Cyclin D1, welche wichtige Proteine 
des Wnt-Signalwegs sind, hochreguliert waren. Außerdem führte ein Knockdown von 
β-Catenin zur Unterdrückung verstärkter Neurogenese (Qu et al., 2017). Eine 
Hochregulation der miRNA-431 könnte also zu verstärkter Neurogenese und so zur 
Entstehung pathologischer Netzwerke führen. Eine VHC-stimulationsinduzierte 
Unterdrückung dieser Regulation, wie sie in unseren Daten gemessen wurde, könnte 
dies verhindern.  
 miRNA-410-3p: 
Für miRNA-410-3p wurde bereits eine signifikante Hochregulation bei manifester 





Daten zeigen ebenfalls eine Hochregulation in der manifesten Epilepsie. Insgesamt 
war diese miRNA mit 3500 bis 7000 rpm stark exprimiert, was einen hohen Einfluss 
auf die Targets vermuten lässt. Allerdings wurde in den Daten des EpimiRNA-
Epileptogenese-Projektes eine leichte Herunterregulation während der späten 
Epileptogenese und 24 h sowie einen Monat nach dem ersten Anfall gemessen. Ein 
eindeutiger Schluss über die Rolle dieser miRNA während der Epileptogenese und 
in der chronischen Epilepsie lässt sich aus diesen Beobachtungen nicht ziehen.  
Unsere Ergebnisse der miRNA-Sequenzierung des PPS Modells stimmen in vielen 
Punkten mit bisherigen Studien überein, zeigen jedoch auch einige Abweichungen in der 
Richtung der Regulation. Abweichungen sind vermutlich größtenteils dadurch 
begründet, dass sich Mechanismen der Epileptogenese in unterschiedlichen 
Tiermodellen voneinander unterscheiden. Eine mRNA-Sequenzierungsstudie, die vier 
verschiedene Tiermodelle (systemisch injiziertes Pilocarpin, systemisch injiziertes KA, 
selbsterhaltender SE durch elektrische Stimulation, Amygdala-Kindling) verglichen hat, 
zeigte eine geringe Überschneidung der regulierten mRNAs (Dingledine et al., 2017), 
was auf unterschiedliche Mechanismen der Epileptogenese in den Modellen schließen 
lässt. Dies könnte auch zu verschiedenen Effekten der DBS in den unterschiedlichen 
Modellen führen und unterstreicht die Bedeutung der Auswahl eines Tiermodells, das 
möglichst viele relevante Merkmale der Zielerkrankung repliziert. 
5.4. Mögliche miRNA-gesteuerte Mechanismen der antiepileptogenen 
VHC-DBS 
Anhand der bisher vorhandenen Kenntnisse über mRNA-miRNA-Interaktionen und 
mittels verschiedener Algorithmen, die durch Sequenzvergleiche Wahrscheinlichkeiten 
für die Bindung einer miRNA an eine mRNA vorhersagen, wurde eine Vielzahl an 
möglichen Zielgenen der regulierten miRNAs identifiziert. Da miRNAs mit imperfekt 
komplementären Sequenzen an mRNAs binden und diese regulieren können, und 
außerdem eine mRNA mehrere miRNA-Bindesequenzen haben kann, kann eine miRNA 
potentiell hunderte unterschiedlicher mRNAs regulieren und umgekehrt kann eine 
mRNA von verschiedenen miRNAs reguliert werden. Daher können evidenzbasierte 
Nachweise durch vorherige Studien mittels PCR, Western Blot oder Reporterassays 
zwar einen Anhaltspunkt für mögliche Interaktionen geben; ob eine Regulation der 
mRNA aber tatsächlich in dem untersuchten Gewebe stattgefunden hat, kann anhand 
dieser Parameter nicht eindeutig festgestellt werden. Die vorhergesagten MTI erlauben 
außerdem keine Aussage über die Colokalisation von miRNAs und mRNAs. Ob eine 
vorhergesagte Interaktion tatsächlich im Hippokampus möglich ist, hängt davon ab, ob 





sehr große Anzahl an potentiell regulierten mRNAs in Frage kamen, wurden solche 
näher betrachtet, die eine starke Evidenz und/oder einen hohen PScore aufgrund der 
Sequenzkomplementarität haben oder die von mehreren der als relevant identifizierten 
miRNAs als Ziele vorausgesagt wurden. Mittels qPCR wurde 97 Tage nach PPS eine 
Hochregulation der mRNAs von GRB2, AZIN1, MAPK8 und KRAS in VHC-stimulierten 
Ratten verglichen mit PPS stimulierten Ratten ohne DBS (Gruppe 10 gegen Gruppe 22) 
gemessen. Zwei dieser mRNAs (GRB2 und KRAS) waren mit starker Evidenz für eine 
Interaktion beim Menschen nachgewiesen worden, für AZIN1 wurde in Mäusen eine 
evidenzbasierte Interaktion mit miRNA-433-3p nachgewiesen. GRB2 und AZIN1 hatten 
außerdem positive PScores. KRAS hatte zusätzlich einen evidenzbasierten MTI für die 
Interaktion mit miRNA-487b-3p, welche ein ähnliches Expressionsmuster wie die 
miRNA-433-3p aufwies. MAPK8 war die mRNA mit dem höchsten kombinierten PScore 
(2,37) für miRNA-433-3p. Die Regulation dieser vier potentiellen Ziele der miRNA-433-
3p war also entgegengesetzt zur Herunterregulation der miRNA-433-3p in den VHC-
stimulierten Ratten, was eine mögliche Interaktion der miRNA-433-3p und dieser Ziele 
bestätigt. Die Daten legen nahe, dass eine pathologische Hochregulation der miRNA-
433-3p durch die VHC-DBS verhindert wurde, was unter anderem die Herunterregulation 
der genannten mRNAs verhindern könnte. Bisherige relevante Veröffentlichungen zu 
diesen möglichen Zielen der miRNA-433-3p im Zusammenhang mit Epilepsie oder mit 
der miRNA-433-3p sind im folgenden Absatz zusammengefasst:   
 
 GRB2:  
Die Interaktion von hsa-miRNA-433-3p und GRB2 wurde mittels Western Blot 
Analysen und Luziferase-Assay nachgewiesen (Luo et al., 2009). GRB2 war im 
Tiermodell nach Elektrokrampftherapie zur Depressionsbehandlung im 
Hippokampus hochreguliert (Newton et al., 2004). In einem Maus-
Alzheimermodell wurde gezeigt, dass GRB2 über Interaktion mit NOX4 (NADPH-
Oxidase 4) und die Reduktion der Aktivität von Stickoxiden das Zytoskelett 
stabilisiert und so Neurodegeneration vermindert (Majumder et al., 2017). Eine 
miRNA-433-3p-vermittelte Herunterregulation könnte daher zu vermehrter 
Neurodegeneration führen, was durch die unterdrückte Hochregulation der 
miRNA-433-3p nach VHC-Stimulation verhindert worden sein könnte.  
 AZIN1:  
Es wurden keine Publikationen gefunden, die einen Zusammenhang zwischen 





miRNA-433-3p und AZIN1 ist in Li et al. (2013) beschrieben. Dort wurde die 
Regulation von AZIN1 mittels qPCR in der Niere von Mäusen untersucht. 
Außerdem wurde hier eine Regulation des TGF-β/Smad3-Azin1-Signalwegs 
durch miRNA-433-3p beschrieben. In einer weiteren Publikation wurde eine 
Interaktion von miRNA-433-3p und AZIN1 mittels in vitro Assay und anhand von 
Western Blots nachgewiesen. Außerdem wurde hier gezeigt, dass eine 
reduzierte AZIN1-Expression zur Aktivierung von TGF-β1 führt (Tao et al., 2016). 
TGF-β ist in Vorgänge wie Proliferation, Apoptose, Differenzierung und Migration 
involviert. Außerdem wurde der TGF-β-Signalweg als Inhibitor der 
Neuroinflammation identifiziert (Cekanaviciute et al., 2014; Pál et al., 2014). Die 
Öffnung der BBB führt zu erhöhter Albumin-Penetration ins Hirngewebe. Diese 
erhöhte Albuminkonzentration führt zur Vermehrung exzitatorischer Synapsen 
sowie zur Synchronisierung neuronaler Aktivität (Weissberg et al., 2015). Ein 
möglicher Mechanismus dieses Effekts ist die Astrozyten-vermittelte Aktivierung 
des TGF-β-Signalwegs (Webster et al., 2017). Die Albumin-induzierte Wirkung 
von TGF-β im Tiermodell hatte proiktogene Effekte und induzierte erhöhte 
neuronale Erregbarkeit (Frigerio et al., 2012).  
Eine miRNA-433-3p-induzierte Herunterregulation von AZIN1, wie sie in unseren 
Daten vorhergesagt und mittels qPCR validiert wurde, könnte über Aktivierung 
der TGF-β-Signalwegs eine proepileptogene Wirkung haben, wodurch die VHC-
stimulationsinduzierte Unterdrückung dieses Mechanismus antiepileptogen 
wirken könnte.  
 KRAS:  
Zum Auftreten von Epilepsien bei Mutationen des KRAS-Gens liegen mehrere 
Fallberichte vor. Bei Patienten mit Linearem Naevus-sebaceus-Syndrom (LNSS), 
einer Phakomatose, die mit Naevus sebacaeus, Intelligenzminderung und 
Epilepsie einhergeht, wurden sowohl heterozygote (Wang et al., 2015) als auch 
somatische Mosaikmutationen (Lihua et al., 2017) von KRAS beschrieben. Auch 
bei Patienten mit kardio-fazio-kutanem Syndrom (CFC), die unter schwer 
behandelbaren infantilen Epilepsieformen (West-Syndrom, Lennox Gastaut-
Syndrom) litten, wurden Mutationen unter anderem im KRAS-Gen detektiert 
(Søvik et al., 2009). Eine Interaktion von KRAS und hsa-miRNA-433-3p wurde 
mittels Luziferase-Assay nachgewiesen (Guo et al., 2013).  Die Interaktion von 
KRAS und miRNA-487b-3p, welche in unseren Daten ein ähnliches 
Expressionsmuster wie die miRNA-433-3p aufwies, wurde ebenfalls durch 





Herunterregulation der mRNA des KRAS-Gens, durch z. B. eine heterozygote 
Mutation, die Epileptogenese begünstigt. In unseren Daten könnte diese 
Regulation durch eine Hochregulation der miRNA-433-3p gesteuert worden sein, 
welche durch die VHC-DBS unterdrückt wurde.  
 MAPK8:  
Die Familie der MAPK ist in zahlreichen Studien in Verbindung mit Epilepsie 
untersucht worden, wie im folgenden Absatz näher beschrieben ist. Ein 
Zusammenhang der Epileptogenese mit der MAPK8, welche auch als JNK1 (c-
Jun-N-terminal kinase 1) bekannt ist, wurde ebenfalls beschrieben. Im 
Epilepsiemodell (systemisch-injiziertes KA) bei JNK1-Knockout Mäusen wurde 
reduzierte Neurodegeneration sowie eine verminderte Aktivierung von Gliazellen 
und niedrigere Expression der mRNAs von Proteinen, die in 
Entzündungsreaktionen involviert sind (monocyte chemoatractant protein-1 und 
cyclooxygenase-2), verglichen mit KA behandelten Wildtyp-Mäusen gezeigt (de 
Lemos et al., 2018). Im gleichen Modell wurde nachgewiesen, dass die Inhibition 
von JNK1 mittels Licochalcone-A Anfälle reduzierte (anhand anfallsbezogenem 
Verhalten evaluiert, kein EEG) und die Expression des Apoptosemarkers Anti-B-
cell lymphoma (BCL)-2 verminderte (Busquets et al., 2018). Als Mechanismus 
wurde hier außerdem die JNK1 induzierte Reduktion Calcium-abhängiger 
Enzyme wie dem „ionized calcium-binding adapter molecule 1“ (IBA1) 
vorgeschlagen.  
Es zeigte sich, dass alle 5 der oben genannten miRNAs, die bei der Clusteranalyse das 
in Abb. 24 O gezeigte Expressionsmuster aufwiesen, mRNAs des MAPK-Signalweg als 
mögliche Ziele haben. Der Ras/MAPK-Signalweg ist involviert in Prozesse wie zelluläre 
Proliferation, Differentiation, Zell-Zyklus Regulation, Zell-Überleben und Metabolismus 
(Cargnello und Roux, 2011). Der MAPK-Signalweg wurde bereits in verschiedenen 
Veröffentlichungen  (Gorter et al., 2014; Hu et al., 2011) als wichtiger Signalweg 
identifiziert, welcher einige der Ziele von miRNAs beinhaltet, die in der chronischen 
Phase der mTLE nach elektrisch induziertem SE im Hippokampus hochreguliert waren. 
Es gibt verschiedene Epilepsiesyndrome, die auf Änderungen des Ras/MAPK-
Signalwegs zurückzuführen sind, wie das CFC-Syndrom, das Costello-Syndrom und das 
Noonan-Syndrom (Cao et al., 2017). Außerdem ist er an der Entstehung verschiedener 






Zu dem hier verwendeten Modell (30-30-8-PPS, Ratte) gibt es bereits Daten, die das 
Transkriptom des DG in der Epileptogenesephase (15 Tage nach der 8 h-PPS) 
beschreiben. Eine große Anzahl an differentiell exprimierten mRNAs in dieser Studie war 
in die Immunantwort involviert. Außerdem wurden regulierte mRNAs im Zusammenhang 
mit dem Calcium-Signalweg, Axon Guidance und synaptischen Funktionen identifiziert 
(Vieira et al., 2016). Unsere Analyse der miRNAs, die 14 Tage nach PPS im 
Hippokampus reguliert waren, zeigte einen möglichen Einfluss auf die Calcium-
Reabsorption. Sowohl Calcium-Signalwege als auch Calcium-Transportmechanismen 
wurden bereits von Vieira et al. (2016) als relevante Signalwege der Epileptogenese im 
30-30-8h-PPS Modell identifiziert. Die Calcium-Reabsorption wurde in der 
Signalweganalyse der, in unseren Daten direkt nach DBS regulierten miRNAs, unter 
anderem durch die Interaktion mit den Calcium-Pumpen Atp2b1 und Atp1b3 identifiziert. 
Diese wurden als Ziele der let-7a-1-3p und let-7d-5p vorhergesagt, welche in unseren 
Daten direkt nach der DBS in den stimulierten Ratten hochreguliert waren. Für die 
Calcium-Pumpe Atp2b4 wurde bereits ein Zusammenhang mit miRNA-regulierten 
Mechanismen in der Epileptogenese beschrieben (Rajman et al., 2017). Dabei wurde 
diese als Ziel der miRNA-129-5p ausgemacht. Eine Hochregulation der miRNA-129-5p 
führte zu verminderter Atp2b4-Expression und induzierte synaptisches Downscaling. 
Das Aufrechterhalten der Atp2b4-Konzentration verhinderte das synaptische 
Downscaling.   
Die direkt nach der VHC-DBS signifikant regulierten miRNAs zeigten außerdem eine 
hohe Wahrscheinlichkeit eines Einflusses auf den Fettsäureabbau. Die Hemmung des 
Fettsäureabbaus könnte im Zusammenhang der Wirkmechanismen einer Ketogenen 
Diät eine Rolle in der antiepileptogenen Wirkung der DBS spielen. Eine Ketogene Diät 
zielt auf eine Energieversorgung durch Fette anstelle von Kohlenhydraten ab. Die 
Wirkmechanismen der Ketogenen Diät sind allerdings bislang nicht gänzlich bekannt. 
Der Fettsäureabbau wurde laut unserer Analyse sowohl von miRNAs beeinflusst, die 
durch VHC-DBS herunterreguliert waren, als auch durch hochregulierte miRNAs. Die 
Auswirkungen auf den Fettsäureabbau sind anhand unserer Daten also nicht absehbar.  
Neben den beschriebenen Daten zur miRNA-Regulation in Tiermodellen liegt eine 
aktuelle Studie zur Regulation von miRNAs im menschlichen Hippokampus bei mTLE-
HS-Patienten vor (Bencurova et al., 2017). MiRNA-150-5p und miRNA-129-2-3p waren 
in der genannten Studie in Übereinstimmung mit den Befunden der vorliegenden Arbeit 
signifikant hochreguliert. Die Hochregulation dieser miRNAs wurde in unseren Daten 
durch VHC-Stimulation unterdrückt. Dasselbe gilt für hsa-miRNA-191-5p sowie rno-





im Hippokampus der mTLE-Patienten herunterreguliert waren (Bencurova et al., 2017) 
waren in den hier analysierten Rattenhippokampi nicht signifikant reguliert.  
 
5.5. Stärken und Limitationen der verwendeten Methoden 
 
Die wesentlichen Merkmale der mTLE-HS sind: 
1. Häufig initiales auslösendes Ereignis (z. B. komplizierte Fieberkrämpfe, Schädel-
Hirn-Trauma, Hypoxie oder Meningoenzephalitis (French et al., 1993; Wieser 
und ILAE Commission on Neurosurgery of Epilepsy, 2004).  
2. Anschließende Latenzperiode ohne klinische Symptome (Dauer beim Menschen 
typischerweise 10-15 % der Lebenszeit (French et al., 1993). 
3. Anschließend spontane Anfälle typischer Semiologie (epigastrische und 
psychische Auren, automotorische Anfälle, sekundär generalisierte tonisch-
klonische Anfälle) 
4. Anfallsfrequenz typischerweise 2-30/Monat (French et al., 1993) 
5. Interiktale epilepsietypische Potentiale im Hippokampus (Williamson et al., 
1993).  
6. Anfallsursprung im Hippokampus (Williamson et al., 1993) 
7. HS, am häufigsten (70 %) Typ 1 nach ILAE mit Neuronenverlust in CA1 und Hilus 
des DG > CA3, Aussparung von CA2 (Blümcke et al., 2013).  
8. Häufig progressiver Verlauf (Wieser und ILAE Commission on Neurosurgery of 
Epilepsy, 2004).  
9. Häufige Pharmakoresistenz (Semah et al., 1998; Wieser und ILAE Commission 
on Neurosurgery of Epilepsy, 2004).  
10. Gutes Outcome nach Epilepsiechirurgie (Wieser und ILAE Commission on 
Neurosurgery of Epilepsy, 2004). 
Das einzige dieser 10 Merkmale, das die mTLE-HS sicher von anderen Epilepsieformen 
unterscheidet, ist das Auftreten der Hippokampussklerose (Nr. 7). Dieses Merkmal ist 
daher notwendige Voraussetzung, um ein mTLE-HS-Modell als valide zu betrachten. 
Das 30-30-8-PPS Modell repliziert eine HS Typ 1 nach ILAE (Norwood et al., 2010). Die 





Die systemische Applikation von Chemokonvulsiva wie KA verursacht ausgedehnte 
Hirnschädigungen, die extrahippokampal betont sind (Schwob et al., 1980; Sloviter and 
Bumanglag, 2013). Kindling geht nur mit minimalen Gewebsveränderungen einher 
(Morimoto et al., 2004). Ein Post-SE-Modell durch einmalige 3stündige PPS in der Ratte 
zeigt einen Neuronenverlust, der auf den Hilus des DG beschränkt ist (Norwood et al., 
2010). Einschränkend ist zu erwähnen, dass im 30-30-8-PPS Modell der PP beidseitig 
stimuliert und damit eine beidseitige HS induziert wird, während diese beim Menschen 
meist unilateral vorhanden ist. Auch eine einseitige Stimulation führt allerdings bei der 
Ratte zu bilateraler hippokampaler Schädigung, da im Gegensatz zum Menschen 
ausgedehnte kommissurale Verbindungen der beiden Hippokampi bestehen (Gottlieb 
und Cowan, 1973). Durch die beidseitige Stimulation verdoppelt sich nebenbei die 
Anzahl der für weitere Untersuchungen zu Verfügung stehenden Gewebeproben.  
Die Dauer der Latenzperiode (2) ist von entscheidender Bedeutung für die Untersuchung 
und Beeinflussung der Epileptogenese. Im 30-30-8-PPS Modell beträgt die Dauer 23±11 
Tage, was ca. 1-3 „Menschenjahren“ entspricht (Sengupta, 2013). Die Dauer der 
Latenzperiode beim Menschen beträgt im Mittel 7,5 Jahre (French et al., 1993) und liegt 
somit zumindest in derselben Größenordnung wie im 30-30-8-PPS Modell. Die 
Latenzdauer nach intraamygdalärer KA-Injektion beträgt dagegen bei der Maus nur etwa 
2 Tage (Mouri et al., 2008) und erlaubt keine länger dauernden Interventionen. Nach 
systemischer Pilocarpin-Injektion bei der Ratte ist die Latenzperiode sehr variabel und 
dauert teilweise nur 1 Woche (Pitkänen et al., 2017).  
Von den übrigen genannten Merkmalen der mTLE-HS werden im 30-30-8-PPS Modell 
auch das Vorhandensein eines initialen auslösenden Ereignisses (1), die 
Größenordnung der Anfallsfrequenz (4), die interiktalen epilepsietypischen Potentiale 
(5), der hippokampale Anfallsursprung (6) und der progressive Verlauf (8, vgl. Abb. 17) 
modelliert. Pharmakoresistenz (9) und Outcome nach Epilepsiechirurgie (10) sind nicht 
untersucht. 
Insgesamt repliziert das 30-30-8-PPS Modell somit die meisten Merkmale der mTLE-HS 
und ist hierin insbesondere den übrigen Nagermodellen überlegen. Ein weiterer Vorteil 
des Modells ist die geringe Mortalität (Bumanglag and Sloviter, 2008). 
Die Einschränkungen des Modells sind im Wesentlichen praktischer Natur und umfassen 
den hohen Arbeitsaufwand im Vergleich zu chemokonvulsiven Modellen und den 
geringen Durchsatz wegen der langen Latenzperiode und der relativ niedrigen 
Anfallsfrequenz. Aus den zuletzt genannten Gründen sind Screeninguntersuchnungen 





visuelle EEG-Auswertung durch den Untersucher erforderlich, da automatisierte 
Methoden hierfür nicht sensitiv genug sind und wegen der großen Intervalle zwischen 
den Anfällen die sichere Erkennung des ersten spontanen Anfalls für die exakte 
Bestimmung der Dauer der Latenzperiode unabdingbar ist. 
Die Validität des Modells muss offensichtlich Vorrang vor der Möglichkeit haben, sehr 
hohe Tierzahlen in kurzer Zeit und mit wenig Aufwand durchzusetzen. Hieraus ergibt 
sich allerdings die Limitierung, dass mit üblichen Labormitteln keine Validierungsstudien 
mit hohen Gruppengrößen durchführbar sind. Daher enthalten mehrere Gruppen nur 
geringe Tierzahlen, z. B. wenn bereits nach kurzer Zeit absehbar war, dass die DBS 
wahrscheinlich keinen deutlich positiven Effekt auf die Latenzperiode oder die 
Anfallsfrequenz erbringen würde. Die Ergebnisse sind daher als explorativ zu 
betrachten. 
Ein SE kann zu starken Varianzen der Ausprägung der Hirnschädigung zwischen den 
Versuchstieren führen, wie bereits unter Absatz 2.3 beschrieben. In dem hier 
verwendeten Tiermodell wird die Ausbildung eines konvulsiven SE mittels 
Präkonditionierung vermieden. Es kommt lediglich zu der Ausbildung eines fokalen, 
nicht-konvulsiven SE, wodurch die Hirnschädigung weniger ausgebreitet und weniger 
variabel ist.  
Die meisten Antikonvulsiva wirken ausschließlich symptomatisch, indem sie Anfälle 
unterdrücken. Eine Veränderung des Krankheitsbildes wird nur bei wenigen 
Medikamenten vermutet und ist auch dort nicht eindeutig nachgewiesen. Daher wäre 
eine Behandlung, die einen krankheitsmodifizierenden Effekt mit sich bringt, eine 
vielversprechende Option für mTLE-Patienten. Eine lange Latenzperiode sowie niedrige 
Variabilität der Hirnschädigung in dem beschriebenen PPS Modell, machen dieses 
Modell besonders geeignet für die Untersuchung antiepileptogener und 
krankheitsmodifizierender Effekte (Löscher und Brandt, 2010).  
Neben Speziesunterschieden können auch methodische Differenzen die eingeschränkte 
Übereinstimmung im Vergleich mit anderen beschriebenen Tierversuchen erklären, da 
in der vorliegenden Arbeit die miRNA-Sequenzierung nach Ago2-Fällung erfolgte und 
somit ausschließlich inhibitions-kompetente miRNAs identifizierte. Inwiefern 
tierexperimentelle Daten mit Daten aus menschlichen Gewebe vergleichbar sind, ist in 
Absatz 5.7 beschrieben.  
Zur Analyse möglicher involvierter Signalwege wurde die DIANA-miRPath v3.0 Software 
verwendet (Vlachos et al., 2015). Für die Signalweganalyse wurde der microT-CDS 





Analyse berücksichtigt. Dieser ist allerdings weniger stringent als der TargetScan-
Algorithmus der DIANA Tool Software (Vlachos et al., 2015) und kann so zu falsch-
positiven Ergebnissen führen. Dieser Algorithmus wurde hier genutzt, da durch 
Verwendung des TargetScan-Algorithmus nur Signalweg-Vorhersagen aufgrund der 
Interaktion mit einzelnen miRNAs (miRNA-431 oder miRNA-433-3p) der 5 analysierten 
miRNAs aus Abbildung 24 O angegeben wurden. Bei der Analyse der 8 akut regulierten 
miRNAs basierte die Vorhersage regulierter Signalwege mit dem TargetScan-
Algorithmus auf der Regulation von nur 3 (let-7b-5p, let-7e-5p, let-7d-5p) der 8 miRNAs. 
Um eine Signalweganalyse basierend auf Interaktionen mit möglichst vielen der als 
relevant identifizierten miRNAs darzustellen, wurde der microT-CDS Algorithmus 
verwendet.  
Die in Tabelle 10 beschriebenen möglichen Mechanismen der DBS, die in anderen 
Tierversuchen identifiziert wurden, sind in unserer Signalweg-Analyse nicht identifiziert 
worden. Das kann einerseits an der Vielzahl möglicher regulierter mRNAs liegen, 
wodurch bei Anwendung unterschiedlicher Analysemethoden verschiedene Signalwege 
als signifikant reguliert gefunden werden. Außerdem kann die Verwendung 
unterschiedlicher Modelle zur Identifizierung anderer Signalwege führen.  
Ein Nachteil der Signalweganalyse mittels DIANA Tool als auch mittels MTI Validierung 
liegt darin, dass auch miRNAs einbezogen werden, deren Expression in Hirngewebe 
nicht belegt ist. Daher sind möglicherweise auch Mechanismen und Interaktionen 
angegeben, die für die Epileptogenese keine Relevanz haben, da die angegebenen Ziele 
im Gehirn nicht exprimiert werden. Für die vier untersuchten mRNAs wurde eine 
Expression im Gehirn nachgewiesen (Cheng und Nussinov, 2018; Fernandes et al., 
2017; Luttrell und Miller, 2013; Majumder et al., 2017). Weiterhin wurde bisher keine 
zellspezifische Expression in den Analysen berücksichtigt.  
 
5.6. Mögliche Gründe für Abweichungen innerhalb einer Gruppe 
Ähnlich wie beim Menschen besteht auch im 30-30-8-PPS Modell der mTLE-HS eine 
deutliche Varianz in der Latenzzeit und der Anfallsfrequenz, wodurch die Detektion 
signifikanter Differenzen zwischen Kontroll- und Behandlungsgruppen erschwert wurde. 
Vor Versuchsbeginn erfolgte daher eine Fallzahlberechnung. Bei einigen Ratten fand 
sich (ebenfalls analog zum Verlauf der mTLE-HS bei manchen Patienten) eine Zunahme 
der Anfallsfrequenz mit der Zeit. Deshalb war es wichtig, eine Mindestdauer der 
Ableitung nach dem ersten Anfall festzulegen, ab der die Ratten in die Auswertung 





30 Tage nach dem ersten Anfall ihr Elektrodencap verloren oder bei denen aus anderen 
Gründen (z. B. Defekt des implantierten Transmitters) keine EEG-Aufzeichnung mehr 
möglich war, wurden aus der Auswertung der Anfallsfrequenz ausgeschlossen.  
Kritische Schritte im Versuchsablauf, deren Variation zu Abweichungen der 
Zielparameter führen kann, umfassen: 
 Elektrodenposition:  
Die AP- und ML- Positionierung der Elektroden wurde durch Orientierung anhand 
der Hirnnähte Bregma und Lambda sowie der Mittelnaht durchgeführt, deren 
Position bei den Tieren eine gewisse Varianz aufweist (Blasiak et al., 2010). 
Kleine Unterschiede in der Elektrodenposition zwischen den Versuchstieren mit 
Einfluss auf die klinischen Outcome-Parameter können daher nicht vollständig 
ausgeschlossen werden. Allerdings sind gravierende Fehllagen der Elektroden 
durch Verwendung eines stereotaktischen Rahmens und insbesondere durch die 
Ableitung evozierter Potentiale äußerst unwahrscheinlich. 
  Abstand zwischen den Elektrodenenden: 
Die Stimulationselektroden wurden durch Verdrillen mittels einer Klemme mit 
einem Abstand von 1 mm zwischen den beiden Elektrodenspitzen hergestellt. 
Beim Absenken der Elektroden ins Gehirn kann es allerdings sein, dass sich die 
Elektrodenenden leicht aufeinander zu oder voneinander wegbewegen. Der 
Abstand zwischen den Elektrodenspitzen hängt antiproportional mit der 
Stromstärke zusammen, die bei einer konstanten Spannung fließt (I=U/R). 
Obwohl bei allen Tieren während der PPS Anfälle und entsprechende 
Anfallsmuster im EEG auftraten, sind gewisse Unterschiede in der Effizienz der 
Stimulation mit entsprechendem Einfluss auf die Epileptogenese denkbar. 
 Zeit zwischen den Stimulationen: 
Die 30 min-Stimulationen sowie die 8 h-Stimulation wurden meist am Morgen 
zwischen 6 und 9 Uhr gestartet. Mussten mehrere 30 min-Stimulationen an 
einem Tag durchgeführt werden, kam es allerdings zu Abweichungen dieser 
Uhrzeiten, wodurch der Abstand zwischen den Stimulationen teilweise variierte. 
Es ist bislang nicht bekannt, ob der genaue Zeitabstand der Stimulationen einen 
Einfluss auf den Verlauf der Epileptogenese hat.  





Ein weiterer Punkt, der die Häufigkeit und das erste Auftreten von Anfällen 
beeinflussen könnte, ist das Ausmaß der Verletzungen, die bei der Elektroden-
Implantation entstehen. Bei einigen Ratten mussten die Elektroden (z. B. wegen 
defekter Isolierung) intraoperativ ausgetauscht werden, bevor eine optimale 
Positionierung erreicht wurde. Dieses mehrfache Absenken von Elektroden 
könnte eine zusätzliche Verletzung des Gehirns bedeuten. Weiterhin erhielten 
manche Versuchstiere mehr Stimulationselektroden als andere (FF/DG: 4 
Stimulationselektroden, VHC: 3 Stimulationselektroden, PP: 2 
Stimulationselektroden). Dies wurde durch die Implantation von FF- oder VHC- 
Elektroden bei Kontrolltieren berücksichtigt; allerdings wurde für die DG-
stimulierten Ratten keine eigene Kontrollgruppe erstellt, da hier nicht von einer 
Läsion in einer zusätzlichen Struktur des Papez-Kreises auszugehen war                         
und daher die PP-Kontrollgruppe zum Vergleich herangezogen wurde. Eine 
zusätzliche Schädigung des Gehirns könnte eine höhere Anfallsfrequenz 
hervorrufen. Andererseits könnte eine durch Elektrodenimplantation verursachte 
Mikroläsion aber auch antiepileptogene Effekte haben. Als Surrogatparameter 
hierfür wurde das Auftreten akut symptomatischer Anfälle herangezogen. Eine 
Korrelation zwischen dem Auftreten akut symptomatischer Anfälle und der 
Anzahl implantierter Elektroden oder dem späteren Auftreten spontaner Anfälle 
wurde nicht festgestellt. Allerdings wurde im Falle der VHC-Kontrollgruppe eine, 
im Vergleich zu den Kontrollen ohne VHC-Elektroden erhöhte Anfallsfrequenz 
festgestellt, was vermutlich auf die Implantation der zusätzlichen VHC-
Elektroden zurückzuführen ist. Dieses Phänomen wurde schon in früheren 
Studien berichtet, so wurde z. B. ein „Prokindling“-Effekt durch 
Elektrodenimplantation gezeigt, welcher sich durch erhöhte Anfälligkeit für 
späteres Kindling sowie epileptoforme Feldpotentiale im Hippokampus zeigte 
(Löscher et al., 1995).  Es wurde weiterhin vermutet, dass die Implantation von 
Elektroden in sensitive Hirnregionen zu Epileptogenese-Vorgängen wie nach 
einem Hirntrauma führen kann (Löscher, 2002). In den hier beschriebenen 
Versuchen kann diese Tatsache zu Abweichungen zwischen den Ratten sowohl 
innerhalb einer Gruppe (z. B. durch Replatzierung einer Elektrode während der 
OP), sowie zwischen den Gruppen (unterschiedliche Anzahl an Elektroden) 
geführt haben. 
 Dauer der Stimulation während der Elektrodenimplantation: 
Während der Implantation wurde eine Stimulation mit 0,5 Hz und 20 V 





Stimulation ist niedrigfrequent und wurde möglichst kurz durchgeführt. Ein Effekt 
dieser Stimulation auf den Verlauf der Epileptogenese ist nicht auszuschließen; 
allerdings erscheint im Fall der PPS das Ausmaß der intraoperativen Stimulation 
im Vergleich zur späteren 30-30-8-PPS vernachlässigbar. Dagegen ist im Falle 
der VHC- und FF-Elektroden ein möglicher Effekt schwer einschätzbar, da die 
Langzeitstimulation dieser Hirnareale mit sehr geringer Spannung (0,1 bis 2 V) 
erfolgte, während intraoperativ eine Spannung von 10 V zum Evozieren von 
Potentialen erforderlich war.  
 Anzahl/Dauer der Narkosen: 
Die Ratten wurden während der Operation, Injektionen und Behandlungen wie 
Reimplantation des Transmitters mittels Isofluran narkotisiert. Ein 
antiepileptogener Effekt von Isofluran wurde kürzlich in zwei Rattenmodellen 
(intrahippokampales KA und systemisch injiziertes Paraoxon) nachgewiesen 
(Bar-Klein et al., 2016). Die Anzahl und Dauer der Narkosen wurde zwischen den 
Versuchstieren möglichst konstant gehalten, allerdings kam es vor, dass Ratten 
zur Reimplantation des Transmitters zusätzliche Narkosen erhielten. Dies wurde 
dokumentiert und hinsichtlich eines möglichen Effekts untersucht. Unter den 
Ratten, die zusätzliche Narkosen erhalten hatten, waren sowohl Ratten, die viele 
spontane Anfälle entwickelten, als auch Ratten, die keine spontanen Anfälle 
bekamen. Ein Effekt der Narkosen auf das Auftreten spontaner Anfälle wurde 
also nicht beobachtet, allerdings kann ein solcher im Einzelfall nicht 
ausgeschlossen werden, da er von unbekannten Faktoren, wie dem Verlauf der 
Epileptogenese zum Zeitpunkt der Narkose abhängen könnte. Eine statistische 
Auswertung ist aufgrund der unterschiedlichen Zeitpunkte der zusätzlichen 
Narkosen sowie unterschiedlicher Behandlung der betroffenen Ratten nicht 
möglich und müsste in einem separaten Versuch geklärt werden.   
Weitere Faktoren, die auch bei gleicher Behandlungen zu Varianzen zwischen den 
Versuchstieren geführt haben können, sind im Folgenden beschrieben: 
 Akut symptomatische Anfälle: 
Einige Ratten hatten akut symptomatische Anfälle nach der Elektroden-
Implantation oder nach der PPS. Diese akut symptomatischen Anfälle könnten 
theoretisch die Epilepogenese beeinflussen. Eine Korrelation zwischen dem 
Auftreten von akut symptomatischen Anfällen und der Latenzperiode oder 






In verschiedenen Studien zur Wirksamkeit von Antikonvulsiva wurde festgestellt, 
dass einige Tiere trotz gleicher Behandlung nicht auf das getestete AED 
reagierten (Bethmann et al., 2007; Brandt et al., 2004; Volk et al., 2006). Solche 
„Non-Responder“ können zu großen Abweichungen innerhalb der 
Behandlungsgruppen führen.  
 Unterschiede zwischen verschiedenen Züchtungen:  
In einer Studie, die intrahippokampale Pilocarpin-Injektion bei Ratten vom Wistar-
Stamm untersuchte, wurden Unterschiede in der Wahrscheinlichkeit des 
Auftretens eines Anfalls zwischen Ratten von verschiedenen Züchtungen 
festgestellt. Sogar Ratten, die zu verschiedenen Zeitpunkten von derselben 
Züchtung bezogen wurden, wiesen unterschiedliche Anfallsvorkommen auf, was 
anhand eines mittels Verhaltensbeobachtungen kalkulierten „total seizure 
severity scores“ beschrieben wurde (Portelli et al., 2009). Während der 
erforderlichen Narkosen wurde in der vorliegenden Arbeit festgestellt, dass 
manche Ratten resistenter gegen Isofluran-Narkose sind als andere. Diese 
Beobachtung weist auf eine mögliche Variabilität der Ratten hin, die sich auch in 
der Vulnerabilität durch die PPS wiederspiegeln könnte. 
5.7. Übertragbarkeit 
Neben fehlender Gyrierung im Rattenhirn ist ein wesentlicher Unterschied des 
Rattenhirns zu dem des Menschen, dass Ratten viel mehr Kommissuren besitzen 
(Paxinos, 2015). So tritt beim Menschen meist eine einseitige HS auf, da die Verbindung 
zur kontralateralen Gehirnhälfte weniger ausgeprägt ist. Trotzdem kann angenommen 
werden, dass Kommissuren an der pathologischen Entwicklung der mTLE beteiligt sind, 
wie in verschiedenen Studien gezeigt wurde (Unterberger et al., 2016; Wei et al., 2017). 
Daher kann eine Wirksamkeit der Stimulation von Kommissuren, wie der VHC, im 
Rattenmodell durchaus Schlüsse auf eine mögliche Wirksamkeit bei Patienten zulassen. 
Die VHC stellt eine kommissurale Verbindung der beiden Hippokampi im Rattenhirn dar 
(Swanson et al., 1978). Im menschlichen Gehirn ist diese Kommissur nicht vorhanden. 
Allerdings existiert die dorsale hippokampale Kommissur, die die beiden Hippokampi 
über die FF miteinander verbindet (Colnat-Coulbois et al., 2010; Gloor et al., 1993). 
Unveröffentlichte Daten der Arbeitsgruppe von Durand zeigen laut Rashid et al. (2012) 
bereits die Wirksamkeit der LFS dieser Kommissur anhand reduzierter interiktaler und 
iktaler Aktivitäten im EEG beim Menschen. Die Funktion der dorsalen hippokampalen 
Kommissur ist bislang nicht ganz geklärt, allerdings wurde gezeigt, dass eine direkte 





Im Vergleich von klinischen und präklinischen Studien zur Wirkung verschiedener 
Antikonvulsiva wurde festgestellt, dass die Wirksamkeit einiger Antikonvulsiva in 
verschiedenen Tierversuchen nicht nachgewiesen werden konnte. Allerdings kann dies 
unter anderem durch die starke Schädigung eines konvulsiven SE, der in den meisten 
Modellen als Auslöser der Epileptogenese verwendet wird, zurückgeführt werden 
(Löscher und Brandt, 2010). Das hier verwendete Modell beruht dagegen nicht auf dem 
Auslösen eines konvulsiven SE. 
MiRNAs gelten als hoch konserviert (Lau et al., 2001). Durch Vergleich der Sequenzen 
der untersuchten miRNAs in Ratte und Mensch wurde außerdem sichergestellt, dass die 
näher untersuchten miRNAs über die Spezies konserviert sind. Weiterhin wurde bei der 
MIT-Analyse ein Grenzwert anhand des hsa_ und rno_Pscores festgelegt, um nicht 
ausschließlich Interaktionen in Ratten darzustellen. Daher ist eine Interaktion, die im 
Rattenmodell identifiziert wurde, auch beim Menschen zu erwarten. Eine Studie zur 
miRNA-Regulation bei menschlicher mTLE hat allerdings einige miRNAs identifiziert, die 
in Tiermodellen bislang nicht als relevant eingestuft wurden und hat außerdem für einige 
aus Tiermodellen bekannte miRNAs keine Regulation festgestellt (Bencurova et al., 
2017). In menschlichem Hirngewebe von mTLE-Patienten wurde außerdem ein hoher 
Anteil der gemessenen miRNAs herunterreguliert (51 %) und nur etwa 5 % der 
gemessenen miRNAs waren signifikant hochreguliert (McKiernan et al., 2012), was 
gegensätzlich zu unseren und den Daten anderer veröffentlichter Tierstudien zur 
Epilepsie ist (Alsharafi et al. 2015; Gorter et al. 2014). In unseren Daten waren 2/3 der 
miRNAs, die in der Kontrollgruppe nach 97 Tagen signifikant reguliert waren, höher 
exprimiert als nach 14 Tagen. Diese Unterschiede können auf eine suboptimale 
Übertragbarkeit von miRNA-Daten aus Tiermodellen hinweisen. Allerdings können sie 
auch aufgrund von unzureichendem Kontrollgewebe bei Studien mit menschlichem 
Gewebe zustande kommen, da meist Kontrollgewebe von Autopsien genutzt wird, 
welches also nach dem Tod entnommen wird und so gegebenenfalls die miRNA-
Expression im Kontrollgewebe durch andere Faktoren beeinflusst wird. Außerdem 
stammt das untersuchte Gewebe meinst von Patienten, die eine weit vorangeschrittene 
Epilepsie aufweisen, wohingegen hier die miRNA-Expression während der 
Epileptogenese und in einer vergleichsweise frühen chronischen Phase der Epilepsie 
beschrieben ist.  
5.8. Zusammenfassung und Ausblick 
In der vorliegenden Arbeit wurde zunächst im Tiermodell der mTLE-HS untersucht, ob 
die elektrische hoch- oder niedrigfrequente Stimulation jeweils einer von vier 





einer mTLE-HS verzögern (antiepileptogener Effekt) oder die Anfallsfrequenz nach 
Manifestation der Epilepsie dauerhaft verringern kann (antiepileptischer Effekt). Die 
niedrigfrequente Stimulation der VHC wurde als antiepileptogen identifiziert. Darüber 
hinaus ist auch ein antiepileptischer Effekt der niedrigfrequenten VHC-DBS möglich, 
würde aber durch eine erhöhte Anfallsfrequenz durch Implantation der VHC-Elektroden 
zunichtegemacht. 
In einem zweiten Schritt wurde die Assoziation der antiepileptogenen VHC-DBS mit 
Veränderungen der hippokampalen miRNA-Expression nachgewiesen. MiRNA-
Gruppen mit gleichen Regulationsmustern wurden identifiziert. Insbesondere ist die 
VHC-DBS offenbar dazu geeignet, die Epileptogenese-assoziierte Regulation 
verschiedener miRNAs zu unterdrücken. Dazu gehörte unter anderem die miRNA-129-
5p, welche bereits in zahlreichen Studien im Zusammenhang mit der Epileptogenese 
untersucht wurde. Diese miRNAs sind vermutlich unter anderem in den MAPK-
Signalweg involviert. Eine weitere Gruppe von miRNAs war direkt nach der VHC-DBS 
signifikant unterschiedlich zur Kontrollgruppe reguliert. Diese miRNAs könnten also den 
akuten Effekt der DBS vermitteln und sind vermutlich in den Fettsäureabbau-Signalweg 
involviert.  
Die vorliegende explorative Arbeit wies Korrelationen nach, konnte aber aufgrund des 
Designs keine Kausalzusammenhänge nachweisen. Hierfür ist eine in vivo Manipulation 
mittels Antagonisierung oder Mimics bzw. viral delivery erforderlich. Solche Versuche 
befinden sich in Durchführung.  
Die 5 miRNAs (miRNA-129-5p, miRNA-379-3p, miRNA-410-3p, miRNA-431, miRNA-
433-3p), deren Epileptogenese-assoziierte Hochregulation durch die VHC-DBS 
unterdrückt wurde, bieten sich als Kandidaten für eine solche in vivo Manipulation an. 
Falls ein kausaler Zusammenhang zwischen der Hochregulation dieser miRNAs und der 
Epileptogenese besteht, sollte eine Antagonisierung analog zur VHC-DBS zu einer 
Verzögerung der Epileptogenese führen. Für die miRNA-129-5p wurde ein Effekt auf 
den Schweregrad von Anfällen nach einem SE bereits nachgewiesen (Rajman et al., 
2017). MiRNA-431 und miRNA-379-3p werden aufgrund der insgesamt niedrigen 
Expression im Hippokampus nicht für eine in vivo Manipulation herangezogen. MiRNA-
410-3p wurde nicht für die in vivo Manipulation ausgewählt, da sie kontroverse 
Ergebnisse in früher erhobenen Daten zur miRNA-Expression im gleichen Tiermodell 
zeigte. MiRNA-433-3p hingegen zeigte im gleichen Tiermodell eine pathologische 
Hochregulation während und nach der Epileptogenese und wird daher in einem 





Antagomirs näher untersucht. Der Nachweis einer Beteiligung von miRNAs am Prozess 
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